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Deux faits nous ont conduits 4 supposer que les dérivés 
benzéniques sulfurés peuvent exercer in vivo une action neu- 
tralisante a l’égard de certaines endotoxines microbiennes. 
D’abord nos constatations (4) concernant la neutralisation 
exercée par les azoiques sulfamidés sur |’hémolysine et la leu- 
cocidine élaborées par les streptocoques pathogénes hémoly- 
tiques. Ensuite, les particularités de l’action curative des com- 
posés aromatiques 4 fonctions sulfamide, sulfone ou sulfoxyde 
dans la gonococcie expérimentale de la souris (2). 

Il nous est, en effet, apparu que chez les souris inoculées par 
voie intrapéritonéale avec des gonocoques additionnés de 
mucine, et qui succombent entre dix-huit et quarante-huit 


(1) Levapitr et Vaisman, C. R. Soc. de Biol., 120, 1935, p. 1077, confir- 
més par Mryrr (Quart. Bull. Sea View Hosp., 2, 1937, p. 148). Tout 
técemment, Groos, Cooper et Lewis (7 oc. Soc. experim. Biol. and 
Med., 38, 1938, p. 275) constatent que si l’action antihémolytique 
de la p-aminophénylsulfamide et du 4’-sulfamido-2-4-diaminazobenzéne 
est faible, par contre celle du 4-sulfamidophényl-2-azo-7’-acétylamino- 
hydrozynaphtaléne-3’-6’-acide disulfonique (sel disodique) est nettement 
marquée. 

(2) Levaprtr et Vaisman, La Presse Médicale, n° 78, 1937, p. 1871; C. R. 
Acad. des Sciences, 205, 1937, p. 1108. 
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heures, la mort est due soit & une péritonite accompagnée sou- 
vent de septicémie gonococcique, soit A une intoxication par les 
endotoxines du gonocoque. Dans ce dernier cas, la cavité 
péritonéale ne contient plus de germes, ceux-ci ayant subi une 
lyse totale avant Ja mort de l’animal (lyse intra- ou extraleu- 
cocytaire). Dans une série de 43 souris, par exemple, inoculées 
au méme moment, 26 p. 100 des animaux peuvent appartenir 
a cette derniére catégorie. 

Or, certains dérivés aromatiques sulfurés, tels, entre autres, 
le diaminodiphénylsulfone, le dioxydiphénylsulfone, le dia- 
cétyldiaminodiphénylsulfoxyde, la p-aminophénylsulfamide, 
VUliron (p-aminobenzénesulfonylaminodiméthylsullamide), et, 
surtout, le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (3), agissent 
curativement, peu importe si la mort des souris témoins est 
due a la péritonite gonococcique, ou 4 intoxication par les 
endotoxines du gonocoque. Il s’en suit que, dans ce cas parti- 
culier, la chimiothérapie peut élre simultanément antimicro- 
bienne et antiendoloxique. 

Nous avons conclu de nos premiéres expériences (4), effec- 
tuées avec l’endotoxine gonococcique, que lactivilé thérapeu- 
tique in vivo de certains dérivés benzéniques sulfurés est non 
seulement antimicrobienne, mais encore antiendoloxique. 
« C'est la premiére fois que Von démontrait ainsi la possibilité 
d’une chimiothérapie antitoxique, ce qui owvrait des perspec- 
tives nouvelles sur le plan du traitement chimiothérapique des 
infections microbiennes toxigénes » (Levaditi et Vaisman, 
29 novembre 1937). 

Etant donné l’exceptionnelle importance de ces premiéres 
constatations, nous avons estimé nécessaire d’étendre nos 
investigations 4 d’autres endoloxines, telles celles du ménin- 
gocoque, du b. d’Aertrycke, des bacilles dysentériques Fleaner 
et Shiga, de la Pasteurella avicida, & quelques toxines pro- 
prement dites (exoloximes), soit : les toxines élaborées par le 
b. diphtérique, le vibri n septique, le B. histolyticus, etc., et 
aussi au venin de serpent. Or, tous les essais entrepris avec les 


(3) La plupart de ces dérivés ont été préparés par MM. Girard, Ray et 
Richard (cf. pour les composés aromatiques a fonction sulfoxyde : Grrarp, 
Ray et Ricwarp, Nature, 140, 1937, p. 283). 

(4) Levaprri et Vaisman, C. R. Acad. des Sciences, 205, 1987, p. 1108. 
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endotoxines sus-citées ont confirmé nos premiers résultats, en 
sorte que nos conclusions se sont révélées avoir une portée 
générale. De plus, nous nous sommes efforcés de préciser, 
autant que possible, le mécanisme de cette activité antiendo- 
toxique. La plupart de nos expériences ont été relatées dans 
des notes présentées soit & l’Académie des Sciences, soit a la 


Société de Biologie ; on en trouvera la citation dans le présent 


Mémoire, dont le but est de démontrer : 
1° Qu’ cété de la sérothérapie antitoxique, il nous faudra, 
dorénavant, compter sur une chimiothérapie antiendotoxique; 
2° Que dans le mécanisme présidant & Vactivité curative de 
certains médicaments benzéniques sulfurés a lV’égard d’infec- 
tions microbiennes variées (gonocoque, méningocoque, pneu- 
mocoque, sireptocoque), uw y aura lieu d’ajouter au facteur anti- 


microbien proprement dit, un second facteur, celui-ci antien- 
dotoxique. 


I. — Chimiothérapie antiendotoxique. 
4° ENDOTOXINE DU GONOCOQUE. 


Nous avons utilisé, dans des expériences analogues 4 celles 
qui nous ont servi pour nos recherches sur la chimiothérapie de 
l’infection gonococcique expérimentale de la souris, non pas 
des gonocoques vivants, mais des extraits de corps microbiens, 
préalablement dévitalisés. De tels extraits, préparés en conge- 
lant et décongelant des émulsions concentrées [10 tubes de 
culture de 22 millimétres (milieu = gélose + 10 p. 100 
sérum-ascite de l'Institut Pasteur) dans 50 cent. cubes d’eau 
salée isotonique ; congélation pendant vingt-quatre heures], et 
en centrifugeant, ont été injectés & des souris par vote intra- 
veineuse. Ils ont provogué la mort de la plupart des animaux 
en moins de vingt heures, 4 la dose de 0c. c. 5 et Oc. ©. 25, 
ou une maladie passagére a la dose de 0 c. c. 10. Un extrait 
gemblable nous a servi a l’expérience chimiothérapigue sui- 
vante : 
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Expérience. — Dose d’endotoxine administrée par voie intra- 
veineuse = 0 c, c. 25 pour une souris de 20 grammes (5). Traitement 
par le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde [corps 62] (2 milligrammes 
per os). 

Témoins (10). Dix-huit heures = 6 M + 4 V (6); vingt-quatre 
heures = 6M + 4 V, mais malades. Ces derniéres se remettent par la 
suite. Survie définitive = 4 V (40 p. 100). 

Traitées (15). Dix-huit heures = 4M + 11 V. Survie définitive = 11 V 
(73 p. 100). 


Cette expérience mettait en évidence une certaine activité 
antiendotoxique du dérivé benzénique utilisé, mais ces résul- 
tats ne nous ont pas satisfaits. Aussi avons-nous eu recours, 
par la suite, 4 une endotoaine désséchée, préparée d’aprés la 
technique que voici : 


Trecunigur. —- Emulsions trés concentrées de gonocoques (cultures 
Agées de un & cing jours), isolement des corps microbiens par centri- 
fugation, dessiccation de ces corps dans le vide sulfurique pendant vingt- 
quatre heures et reprise par de l’eau salée isotonique (7). Injection 
intrapéritonéale, Aa la dose de 3 milligrammes, 2 milligrammes, 
1 milligr. 5 et 1 milligramme pour une souris de 20 grammes. Les 
animaux succombent (suivant la dose) entre dix-huit et quarante-huit 
heures, rarement plus tard (8). 

Traitement simuitané par le corps 62 (8 milligrammes per 0S). 


RésuLtats. — a) Dose d’endotoxine = 3 milligrammes. 

Témoins (5). Vingt-quatre heures = 2 V + 3 M;3 deuxiéme 
jour = 5M. Survie définitive = 0 V (CO p. 100). 

Traitées (10). Vingt-quatre heures = 5 V + 5 M;3 deuxiéme 
jour = 3 V + 7M. Survie définitive = 3 V (80 p. 100). 

b) Dose d’endotoxine = 2 milligrammes. Traitement = 5 milli- 
grammes per 0s. 

Témoins (10). Vingt-quatre heures = 5 V + 5 M; trente-six 
heures = 3 V + 7 M; deuxiéme jour = 10 M. Survie définitive = 0 V 
(0 p. 100). 

Traitées (20). Vingt-quatre heures = 13 VY + 7 M3; trente-six 


heures = 12 V + 8M. Survie définilive = 12 V (60 p. 100). 


(5) Il est toujours préférable d’utiliser, dans ces expériences, des souris 
jeunes, ne pesant pas plus de 16 4 18 grammes. 

(6) M = morte ; V = vivante. 

(7) Lorsqu’on soumet a la centrifugation (8.000 t/M) une telle sus- 
pension d’endotoxine, préalablement desséchée, on constate une répar- 
tition du pouvoir toxique entre le liquide surnageant et le précipité. 
Une partie de l’endotoxine est donc soluble. 

(8) L’activité toxique varie suivant les différentes « venues » d’endo- 
toxine, d’ou la nécessité d’utiliser des souris témoins pour chaque expé- 
rience en cours. 
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c) Dose d’endotoxine = 1 milligr. 5. Méme dose de médicament que 
précédemment. 
Témoins (20). Vingt-quatre heures = 6 V + 14 M; deuxidme 


jour = 5 V + 15 M; du cinquiéme au septiéme jour = 2 V + 18 M. 
Survie définitive = 2 V (10 p. 100). 

Traitées (20). Vingt-quatre heures = 11 V + 9 M. Survie défini- 
tive = 11 V (55 p. 100). 

Dans une expérience semblable aux précédentes, l’azoique sulfamidé I 
(4’-sulfamido-2-4-diaminoazobenzéne) (20 milligrammes per os) n’a pas 
semblé agir. 


ConcLusions. — Il résulte de l'ensemble de ces protocoles 
que le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde exerce une action 
antiendotoxique in vivo @ l’égard de l’endotoxine gonococci- 
que, action pouvant se traduire par 60 p. 100 de survies. 


2° ENDOTOXINE DU MENINGOCOQUE (9). 


Méme mode de préparation que celui utilisé pour |’endo- 
toxine gonococcique. Les doses mortelles (injection intrapéri- 
tonéale) varient entre 3 et 5 milligrammes. Méme procédé 
expérimental. 


1° PREMIERE EXPERIENCE. — Dose d’endotoxine = 4 milligrammes. 

a) Souris témoins (10). Dix-huit heures = 9 M + 1 V; vingt-quatre 
heures = 10 M. Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

b) P-aminophénylsulfamide (10) (20 milligrammes per os). Dix-huit 
heures = 6 M + 4 V; quarante-huit heures = 7 M + 3 V. Survie 
définitive = 3 V (80 p. 100). 

c) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (10) (10 milligrammes per os). 
Dix-huit heures = 6 M + 4 V; quarante-huit heures = 7 M + 3 V. 
Survie définitive = 3 V (80 p. 100). 

d) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (10) (5 milligrammes per 0s). 
Dix-huit heures = 3 M + 7 V. Survie définitive = 7 V (70 p. 100). 


2° DeuxtimEe ExpiRience. — Dose d’endotoxine = 4 milligrammes. 

a) Souris témoins (10). Dix-huit heures = 7 M + 3 V; vingt-quatre 
heures = 10 M. Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

b) P-aminophénylsulfamide (10). Dix-huit heures = 1M + 9V; 
vingt-quatre heures = 7 M + 3 V; quarante-huit heures = 10 M. 
Survie définitive = 0 V (0 p._100). 

c) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (10). Dix-huit heures=5 M+5 Vie: 
vingt-quatre heures = 8 M + 2 V; quarante-huit heures = 10 M, 
Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

d) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (10). Dix-huit heures=3 M+7 V ; 
quarante-huit heures = 5M + 5 V. Survie définitive = 5 V (50 p. 100). 


(9) Levapitr et Vaisman. C. R. de Biol., 1937, 426, 1092. 
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Conciusions — Ces expériences montrent que parmi les 
dérivés utilisés [4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde, 4-nitro- 
4’-aminodiphénylsulfone (40) et p-aminophénylsulfamide], le 
4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde se révéle capable d empé- 
cher in vivo l’intoxication provoquée chez la sourts par l’endo- 
loxine méningococcique (pourcentage des survies = 50 a 70 
p. 100). Si l'on compare a cette action celle des mémes dérivés. 
sur infection méningococcique chez la méme espéce animale, 


on constate qu’il n’y a pas de concordance entre les deux 
activités thérapeutiques. 


3° ENDOTOXINE DU BACILLE D’ AERTRYCKE (114). 
(En collaboration avec L. Reinié.) 


Nous devons cette endotoxine 4 M. Boivin et M™ Mesro- 
beanu, que nous prions d’agréer nos remerciements. Elle a 
été préparée par ces expérimentateurs dans un état voisin de 
Ja pureté chimique, d’aprés leur méthode indiquée antérieure- 
ment (12) (acide trichloracétique). Méme technique expéri- 
mentale que celie utilisée ci-dessus. 


1° PremitrRe rexpéRrence. — Dose d’endoloxine = 0 
(0 milligr. 02 d’endotoxine desséchée). 

a) Témoins (10). Dix-huit heures = 6 M + 4 V>3; vingt-quatre 
heures = 6 M + 4 V; quarante-huit heures = 7 M + 3 V. Survie 
définitive = 3 V (80 p. 100). 

b) P-aminophénylsulfamide (10) (20 milligrammes per os). Dix-huit 
heures = 10 V; vingt-quatre heures = 1M + 9 V. Survie défini- 
Live) =O V AO ep 00): 

c) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (10) (5 milligrammes per os). Dix- 
huit heures = 10 V; vingt-quatre heures = 1M + 9 V. Survie défi- 
NULVCs — OV CORDS LOO): 

d) Diorydiphénylsulfone (10) (10 milligrammes per os). Dix-huit 
heures = 3 M + 7 V; vingt-quatre heures = 3 M + 7 V. Survie 
définitive = 7 V (70 p. 100). 

e) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxzyde (10) (5 milligrammes per os). 


c. c. 0125 


(10) Ce dérivé se rapproche de celui étudié par Buttle et Stephenson 


(The Lancet, 235, 1937, p. 1931) dams les streptococcies (diamino-dyphé- 
nylsulfone). 


(11) Levaprrz, Varsman et Reinté. C. R. Soc. de Biol., 426, 1937, 
p. 1092. 


(12) Borvin et Mesropeanu. Revue d’Immunologie, 1, 1935, p. 553; 
ibid., 2, 1936, p. 113. 


a 
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Dix-huit heures = 10 V; vingt-quatre heures = 10 V. Survie défi- 
nitive = 10 V (100 p. 100). 


2° Deruxibme Expirience. — Dans cette expérience, l’endotoxine, de 
méme que les médicaments, furent utilisés 4 deux reprises et A vingt- 
quatre heures d’intervalle. Les doses d’endotoxine ont été de 0 c. c. 03 
et de 0 c. c. 15, celles de médicament les mémes que dans 1’expérience 
précédente. 

a) Témoins (10). Dix-huit heures aprés la deuxiéme dose = 10 M. 
Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

b) P-aminophénylsulfamide (15). Dix-huit heures = 5 M + 10 V; 
vingt-quatre heures = 5M + 10 V. Survie définitive = 10 V (66 p. 100). 

c) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (15). Dix-huit heures=1 M+14 V ; 
vingt-quatre heures = 3M + 12 V. Survie définitive = 12 V (80 p. 100). 

d) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (15). Dix-huit heures = 4 M 
+ 11 V ; vingt-quatre heures = 5M + 10 V. Survie définitive = 10 V 
(66 p. 100). : 


3° TrRoIsiiME EXPERIENCE. — Enfin, dans une dernié¢re expérience, la 
dose d’endotoxine injectée en une seule fois fut de 0 c. c. 15; elle 
provoqua la mort de 14 témoins sur 15 en moins de dix-huit heures. 
Or, malgré cette intoxication massive d’emblée, l’action antiendotoxique, 
surtout d’un des deux composés utilisés, fut manifeste (corps 62). 

a) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (20). Dix-huit heures=11 M+9 V ; 
vingt-quatre heures = 16 M + 4 V>; quarante-huit heures = 0 V. 
Survie définitive = 0 p. 100 (retard dans la mortalité). 

b) 4-nitro4’-aminodiphénylsulfozyde (20). Dix-huit heures = 6 M 
+ 14 V ; vingt-quatre heures = 10 M + 10 V. Survie définitive = 8 V 
(40 p. 100). 


Dans toutes ces expériences, l’activité antiendotoxique des 
dérivés utilisés s’est traduite non seulement par la survie indé- 
finie de certains animaux, mais encore par le fait que des 
souris neltement malades ont guéri par la suite. 


Conciusions. — Certains dérivés benzémques sulfurés 
exercent in vivo une action antiendvtoxique manifeste a l’égard 
de lUendotoxine du bacille d’Aertrycke. Cetle activilé est 
d’autant plus accusée que la dose de cette endotoxine se 
rapproche de la dose maxima tolérée. Tous les dérivés utilisés 
se sont révélés agissants, mais, parmi eux, cest le 4-nitro- 
4’-aminodiphénylsulfoxyde qui a semblé le plus actif. 

En outre, il nous est apparu qu'il n’y avait pas de rapport 
entre le pouvoir antiendotoxique des composés administrés et 
leur activité antimicrobienne in vivo, laquelle s’est révélée 
étre des plus faibles A l’6gard de la méme souche de bacille 
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d’Aertrycke ayant servi a la préparation de l’endotoxine, ainsi 
qu’il ressort des protocoles suivants : 


Expérience. — 0c. c. 3 de dilution de culture au 1/10, intrapéritonéal, 

Témoins (5). Vingt-quatre heures = 1 M + 4 V; deuxiéme 
jour = 3M + 2 V; troisitme jour = 5 M. Survie définitive = 0 V. 

a) P-aminophénylsulfamide (10) (20 milligrammes per os), Vingt- 
quatre heures = 1 M + 9V; deuxiéme jour = 5 M + 5V; troisiéme 
jour = 10M + 0 V. Survie définitive = 0 V. 

b) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (10). (6 milligrammes per os). 
Vingt-quatre heures = 3 M + 7 V; deuxiéme jour = 7M + 3 V; 
troisiéme jour = 9 M + 1 V; quatriéme jour = 10 M + O V. Survie 
définitive = 0 VY. 

c) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (10) (0 milligrammes per 0s). 
Vingt-quatre heures = 6 M + 4 V; deuxiéme jour = 9M + 1V; 
troisiéme jour = 10 M + OV. Survie définitive = 0 V. 


Un certain retard, surtout avec le 4-nitro-4’-aminodiphényl- 
sulfoxyde, a été constaté. 


a 


4° ENDOTOXINE DU BACILLE DYSENTERIQUE (43). 


La méme activité antiendotoxique peut étre mise en évidence 


a l’égard des endotoxines des bacilles dysentériques Shiga et 
Flexner. 


1° Endotoxine du bacille dysentérique Shiga. — Cette endo- 
toxine a été isolée et purifiée chimiquement par M. Boivin et 
M™° Mesrobeanu. Dose : 0c. c. 4 pour une souris de 
20 grammes. Dérivés utilisés : 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfo- 
xyde (62), 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone (70), p-aminophé- 
nylsulfamide et un azoique sulfamidé, le sel sodique de l’acide 
4’-sulfamidophénylazo-3-5-diaminobenzoique. 


RésULTATS. — a) Témoins (10). Quinze heures = 9 M + 1 V; vingt- 
heures = 10 M. Survie définitive = 0 V (0 p. 100) 

b) 62. Dose = 5 milligrammes pour une souris de 20 grammes. 10 sou- 
ris traitées. Quinze heures = 2M + 8 V; troisiéme jour = 3M + 7 V. 
Survie définitive = 7 V (70 p. 100). 

c) 70. Dose = 5 milligrammes. 10 souris traitées. Quinze heures 
= 4M + 6 V; vingt heures = 5M + 5 V. Survie définitive = 5 V 
(50 p. 100). 

d) P-aminophénylsulfamide. Dose = 30 milligrammes. 10 souris trai- 
tées. Quinze heures = 1M + 9 V; vingt heures = 3M + 7 V; vingt- 


(18) Lrvaprtr et Vaisman, C. R. Soc. de Biol., 128, 1938, p. 463. 
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quatre heures = 4M + 6 V; trente-six heures = 5M + 5 V. Survie défi- 
nitive = 5 V (50 p. 100), 

e) Azoique. Dose = 30 milligrammes. 10 souris  traitées. Quinze 
heures = 6 M + 4 V; vingt heures = 7M + 3 V ; trente-six 


heures = 10 M. Survie définitive = 0 V (0 p- 100). 


Conciusions. — Celle expérience montre que, parmi les déri- 
vés ulilisés, se sont révélés actifs, par ordre croissant de 
pouvoir antiendotoxique, le 70, la p-aminophénylsulfamide et 
le 62. L’efficacité de l’azoique [ut la moins marquée. 

2° Endotoxine du bacille dysentérique Flexner. — Méme 
préparation. Dose = 0c. c. 4 pour une souris de 20 grammes. 
Mémes dérivés. Doses identiques. 


RésuLtars. — a) Témoins (10). Dix-huit heures = 8M + 2V; vingt- 
quatre heures = 9 M + 1 V; trente-six heures = 10 M. Survie défi- 
nitive = 0 V (0 p. 100). 

b) 62. 10 souris traitées. Dix-huit heures = 
heures = 4M + 6 V; troisitme jour = 5 
tive = 5 V (50 p. 100). 

c) 70. 10 souris traitées. Dix-huit heures = 4M + 6 V ; vingt-deux 
heures = 5M + 5 V. Survie définitive = 5 V (50 p. 100). 

d) P-aminophénylsulfamide. 10 souris traitées. Dix-huit heures = 2 M 
+8 V; vingt-deux heures=3 M+7 V; trente-six heures=5 M+5 V ; 
quarante heures = 6 M + 4 V. Survie définitive = 4 V (40 p. 100). 

e) Azoique. 10 souris traitées. Dix-huit heures = 5 M + 5 V ; vingt- 
deux heures = 7 M + 3 V; troisitme jour = 8 M + 2 V. Survie 
définitive = 2 V (20 p. 100). 


3M + 7 V; vingt-quatre 
M + 5 V. Survie défini- 


ConcLusions. — A peu de chose pres, résullats identiques 
aux précédents. 

Ajoutons gu’en plus des dérivés mentionnés ci-dessus, nous 
avons examiné le pouvoir antiendotoxique du corps 67 (4-nitro- 
4’-diphénylsulfure), 4 fonction sulfure, et aussi du 2-(p-amino- 
phénylsulfamide)-pyridine, dont Whitby (14) a révélé récem- 
ment les propriétés curatives dans les infections pneumo- 
cocciques. Les résultats ont été négatifs, témoin les protocoles 
suivants : 


a) Corps 67. Dose = 30 milligrammes per 0s. Endotozine Flerner 


(OnCaiCtO); 
Témoins (8). Quinze heures = 3M + 0 V (0 p. 100). 


(14) Wuirsy. The Lancet, 1, 1938, p. 1210. Ce corps a été préparé par 
M. Ewins ct aimablement mis A notre disposition par M. Barral. 
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Traitées (10). Quinze heures = 5 M + 5 V;_ vingt-quatre- 
heures = 9M + 1 V. Survie définitive = 1 V (0 p. 100). 

b) 2-(p-aminophénylsulfamide)-pyridine. Dose = 30 milligrammes: 
per os. Endotoxine Flexner (0 c. c. 10). 


Témoins (6). Quinze heures = 4 M + 2 Vj; vingt-quatre 
heures = 6 M. Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 
Traitées (10), Quinze heures = 10 M + 0 V. Survie définitive = 0 V 
(O p. 100). 
* ok 


L’action antiendotoxique & Végard des endotoxines des 
bacilles dysentériques Flexner et Shiga, mise en lumiére par 
les données mentionnées ci-dessus, est loin de se manifester 
d’une maniére aussi nette lorsqu’on éprouve l’effet curatif des 
mémes médicaments sur l’2nfection provoquée chez la souris 
par les bacilles dysentériques eux-mémes. Afin d’augmenter 
la virulence de ces bacilles, nous-avons additionné, a4 des 
cultures A4gées de vingt-quatre heures, de la mucine (procédé- 
employé dans la méningococcie et la gonococcie expérimen- 


tales). Les deux protocoles que voici rendent compte de ces 
différences : 


Expirience. — 1° Bacille dysentérique Shiga. 0c. c. 75 mucine + cul- 
ture de vingt-quatre heures diluée au 1/10. 0 c.c. 3 intrapéritonéal. 

Témoins (10). Dix-huit heures = 7 M (15) + 3 V; quatriéme- 
jour = 8M + 2 V. Survie définitive = 2 V (20 p. 100). 

a) P-aminophénylsulfamide (10). Dose = 30 milligrammes per os. 
Dix-huit heures = 5 M + 5 V; vingt-deux heures = 7M + 3V; 
deuxiéme jour = 9 M + 1 V; troisitme jour = 10 M + O V. Survie 
définitive = 0 V (0 p. 100), 

b) Corps 62 (10). Dose = 5 milligrammes per os. Dix-huit 
heures = 5 M + 5 V3; deuxiéme jour = 7 M + 38 V; troisi¢éme 
jour = 9M + 1V; quatri¢me jour = 10 M. Survie définitive = 0 V 
(0 p. 100). 

c) Corps 70 (10). Dose = 5 milligrammes per os. Diz-huit- 
heures = 4 M + 6 V; vingt-deux heures = 6 M + 4 V; deuxiéme 
jour = 8 M + 2 V; quatriéme jour = 9 M + 1 V. Survie défini- 
tie — 1 Va ioapen tO) 

2° Bacille dysentérique Flexner. Les résultats sont comparables aux 
précédents, quoique tant soit peu meilleurs et en faveur de la p-amino- 
phénylsulfamide (8 survies définitives sur 10 souris traitées). 


ConcLustons. — Alors que certains dérivés benzéniques sul- 


(15) Chez toutes les souris mortes, excepté la derniére, l’exsudat péri-— 
tonéal contenait un grand nombre de bacilles et de leucocytes. 
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jurés neutralisent in vivo les endotoxines des bacilles dysen- 
tériques Flexner et Shiga (injectées a des doses adéquates), par 
contre, leur effet thérapeutique dans lV’infection expérimentale 
provoquée chez la souris par les mémes bacilles (additionnés de 
mucine) apparait des plus faibles. Il est probable que la quan- 
lité d’endotoxine élaborée par ces microbes dans l’organisme 
dépasse.celle que les susdits composés sont capable de neutra- 
liser chez les animaux qui regoivent l’endotoxine pure. Au 
surplus, au facteur « INFECTION », vient s’ajouter ici un second 
facteur « TOXIQUE », pour fournir une explication plausible & 
ces discordances (16). 


5° ENDOTOXINE DE LA Pasteurella avicida. 


Il a été prouvé [Levaditi et Reinié (17)] que des composés 
aromatiques sulfurés, tels la p-aminophénylsulfamide, le 
4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone et le 4’-sulfamido-2-4-diami- 
noazobenzéne, administrés per os a des souris blanches, déter- 
minent la guérison d’un certain nombre de ces souris si, simul- 
tanément, on infecte les animaux, par voie jntrapéritonéale, 
avec une culture éminemment virulente de Pasteurella avicida. 
L’elfet curatif est, certes, moins marqué que celui obtenu avec 
les mémes composés dans les infections streptococciques expé- 
rimentales, mais, dans le cas de la Pasteurella avicida, il s’agit 
de germes dont l’activité pathogéne pour la souris dépasse 
sensiblement celle du streptocoque. Or, on enregistre des résul- 
tats analogues lorsque, au lieu de se servir de microbes vivants, 
on s’adresse aux endotoxines élaborées par la méme Pasteu- 
rella. En voici la preuve : 


Trcun1quE. — Identique A celle nous ayant servi 4 la préparation de 
l’endotoxine du gonocoque et du méningocoque (cultures préalablement. 
chauffées A 60°). L’endotoxine de la Pasteurella avicida, injectée a la 
souris, par voie intraccelomique, & la dose de 5 4 10 milligrammes pour 
une souris de 20 grammes, tue l’animal par intoxication (cultures néga- 
tives) en douze & vingt heures. On administre 4 une série de souris. 
5 milligrammes d’endotoxine dans le péritoine et, au méme moment, 
on leur fait ingérer le médicament aux doses adéquates. D’autres ani- 


(16) Ces conclusions sont valables pour les endotoxines du méningo- 


cogue et du bacille d’Aertrycke. 
(17) Levaprrr et Remit, C. R. Soc. de Biol., 127, 1938, p. 1179. 
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maux servent de témoins. Nos essais ont été effectués avec la p-amino- 
phénylsulfamide, l’acide 4’-sulfamidophénylazo-3-5-diaminobenzéne (sel 
sodique) (Az. IV) et le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde (62). 


Résuttats. — Plusieurs essais ont été effectués. En voici un 4 titre 
d’exemple : 

a) Souris témoins (10). Quinze heures = 7 M + 3 V; trente-six heures 
= 10M. Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

b) Azotque IV (10). Dose = 30 milligrammes. Quinze heures = 4 M 
+ 6 V; trente-six heures = 9 M + 1 Y. Survie définitive = 1 V (10 
p. 100). 

c) Corps 62 (10). Dose = 5 milligrammes. Quinze heures = 7M + 3 V; 
trente-six heures = 8 M + 2 V. Survie définitive = 2 V (20 p. 100). 

d) P-aminophénylsulfamide. Dose = 30 milligrammes. Quinze heures 
= 2M + 8 V; trente-six heures = 3M + 7 V. Survie définitive = 7 V 
(70 p. 100). 

Le nombre des survies définitives a varié d’une expérience a l’autre 
(p-aminophénylsulfamide). Ainsi, dans un autre essai [dose d’endotoxine 


= 2 milligrammes (18)], 5 sur 8 souris survécurent indéfiniment (62 
p. 100); le chiffre des survivances fut de 7 sur 16 (43 p. 100) dans un 
troisiéme essai (dose d’endotoxine = 5 milligrammes). 


a 


L’action antiendotoxique de la p-aminophénylsulfamide est 
done incontestable, alors que celle de l’azoique IV et du 4-nitro- 
4’-aminodiphénylsulfoxyde est nulle ou faible. 


Conciusions. — La p-aminophénylsulfamide se révéle douée 
de propriétés antiendotoxiques in vivo al’ égard de l’endotoxine 
élaborée par la Pasteurella avicida. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


L’ensemble de ces données expérimentales montre péremp- 
toirement que certains dérivés benzéniques sulfurés, & fonction 
sulfamide, sulfone ou sulfoxyde, cxercent in vivo une action 
antiendotoxique manirfeste a Végard des endotoxines élaborées 
par le gonocoque, le méningocoque, le bacille d’Aertrycke, les 
bacilles dysentériques Flexner et Shiga et la Pasteurella avi- 
cida. Sans qual y ait une relation constante entre la consti- 
tution chimique du dérivé actif et Voptimum de ses propriétés 
neutralisantes pour tel ou tel de ces principes toxiques, il appa- 
rait, cependant, que parmi les composés étudiés, ce sont la 
p-aminophénylsulfamide, le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone 


(18) A cette dose, la mort des souris témoins survient du deuxiéme au 
quatriéme jour. 
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et, surloul, le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde qui se 
révelent les plus actifs et aussi les plus polyvalents. Il en 
résulte, également, qu’il n’y a pas toujours concordance entre 
activité antiendotoxique de ces composés et leur efficacité 
anti-infectieuse. 

Ces conclusions préliminaires demandent a étre complétées, 
en ce qui concerne : 

1° L’acTION ANTITOXIQUE PROPREMENT DITE (EXOTOXINES) des 
mémes dérivés aromatiques sulfurés ; 

2° LE MECANISME DE L’ACTIVITE ANTIENDOTOXIQUE. 

Examinons ces deux problémes. 


Il. — Activité antitoxique et antivenimeuse. 


Nous avons étudié l’influence de la plupart des dérivés énu- 
mérés précédemment sur l’intoxication provoquée, chez la sou- 
ris, par les toxines staphylococcique et diphtérique, les toxines 
du vibrion septique et du B. histolyticus, la toxine dysen- 
térique et le venin de serpent. 


1° ToxINE STAPHYLOCOCCIQUE. — Cette toxine nous a été aima- 
blement procurée par M. Ramon. Elle détermine la mort de 
la souris en moins de vingt-quatre heures, aprés injection 
intrapéritonéale de 0.c. c. 08, 0c. c. 08 ou Oc. c. 1. Les expé- 
riences, dont nous nous dispensons de donner les protocoles, 
ont montré qu’a l’égard de ces deux derniéres doses, les com- 
posés sus-décrits n’exercent aucune action curative manifeste 
(dérivés 62, 70, p-aminosulf. et azoique I). 


9° Toxine pipaTeRIQUE. — Aucun effet appréciable chez la 
souris (dose de toxine injectée par voie intrapéritonéale = 
0c. c. 25 ; mort des animaux en deux a sept jours ; dérivés 
62, 70, p-aminosulf. et azoique I). 


3° ToxINES DES GERMES ANAHROBIES (19). — a) Vibrion sep- 
tique. Dose = O milligr. 4 (intraveineux). 


(19) Ces toxines ont été mises 2 notre disposition par le service de 
M. Weinberg, que nous prions d’agréer nos remerciements. 
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a) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfozyde. Dose = 5 milligrammes per os. 

Témoins (6). Vingt-quatre heures = 1 M + 5 V; trente-six heures 
= 2 + 4 V; quarante-huit heures = 3 M + 8 V; troisitme jour = 4 M 
+ 2 V. Survie définitive = 2 V. 


Traitées (6). Dix-huit heures = 2 M + 4 V; vingt-quatre heures 
= 3M + 3 V; trente-six heures = 4M + 2 V. Survie définitive = 2 V. 
b) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone. Dose = 5 milligrammes. 


Témoins (les mémes). 

Traitées (6), Dix-huit heures = 1M + 5 V; vingt-quatre heures = 3 M 
+ 8 V;-trente-six heures = 5 M + 1 V; quatri¢éme jour = 6 M. Survie 
définitive = 0 V. 


ConcLusions. — Aucune action anlitoxique manifeste. Cepen- 
dant, dans d’autres essais, nous avons constaté un faible effet 
antitoxique de la p-aminophénylsulfamide. 


@ B. histolyticus. Dose de toxine = 0 milligr. 10; voie intraveineuse. 

Témoins (6). Dix-huit heures = 5 M + 1 V; quarante-huit heures 
= 6M + 0 V. Survie définitive = 0 V. 

a) Corps 62. Dose = 5 milligrammes. Dix-huit heures = 5M + 1 V; 
trente-six heures = 6 M + 0 V. Survie définitive = 0 V. 

b) Corps 70 (mémes témoins, méme dose) (6). Dix-huit heures = 5 M 
+ 1 VY; vingt-quatre heures = 6 M + OV. Survie définilive = 0 V. 


ConcLusion. — Aucune action antitoxique manifeste. 


4° Venin DE Nasa. — Dose de venin administrée par voie 
intrapéritonéale a la souris = 0 milligr. 025. Aucun effet anti- 
venimeux des dérivés 62, 70, p-aminosulf. et azoique IV. 


3° TOXINE DYSENTERIQUE (20). — Dose de toxine injectée a 
la souris par voie intrapéritonéale = 0 c. c. 73. Aucun effet 
antitoxique des dérivés 62, 70, p-aminosulf. et azoique IV. 


ConcLusions. — Ainsi, quelle que soit l’Exoroxtne @ laquelle 
nous nous sommes adressés, il nous fut impossible, dans les 
conditions expérimentales ou nous nous sommes placés, de 
constater in vivo un effet antitoxique comparable a celui enre- 
gistré & l’égard des ENpoToxinEs. Excepté la p-aminophényl- 
sullamide (qui s’est révélée faiblement active a l’égard de la 
toxine du vibrion septique), aucun des dérivés étudiés n’a 


(20) Cette toxine a été mise A notre disposition par M. Dumas, que 
nous prions d’agréer nos remerciements. 
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empéché l’intoxication des souris de maniére que nous soyons 
autorisés 4 leur attribuer des propriétés antiexotoxiques évi- 
dentes. 

Il semble donc résulter de ces données expérimentales que 
des susdits dérivés benzéniques suljurés désintoxiquent in vivo 
principalement les endotowxines, c’est-d-dire des complexes 
protéiniques ou glucido-lipidiques faisant partie intégrante 
du corps microbien, et non pas (ou, tout au moins, pas au 
méme degré) les toxines sécrétées par le germe pathogéne 
(exotoxines). 

fl nous faudra donc entreprendre de nouvelles recherches, 
dans des voies différentes et avec des composés chimiques 
autres que ceux utilisés jusqu’’é présent, pour découvrir les 
éléments d’une véritable chimiothérapie antitoxique. C’est ce 
que nous nous proposons de faire. 


lil. — Mécanisme de I’activité antiendotoxique. 


Nous avons entrepris un certain nombre d’expériences dans 
le but de préciser le mécanisme de l’activité antiendotoxique 
des dérivés aromatiques sullfurés, sans cependant réussir, 
jusqu’a présent, 4 résoudre le probléme d’une maniére entiére- 
ment satisfaisante. Nous croyons, cependant, avoir fait 
avancer suffisamment la question pour que l’exposé de nos 
recherches puisse servir de base 4 des investigations futures. 

Afin de nous rapprocher, autant que possible, de la connais- 
sance des facteurs qui interviennent dans ce processus de 
désintoxication chimique, nous avons estimé utile d’étudier 
quelques particularités concernant le comportement des endo- 
toxines in vivo et in vitro, les suites wmmunitaires chez les 
animaux guéris chimiothérapiquement, la durée de Veffet pré- 
ventif antiendotoxique, les rapports entre les vores d’intro- 
duction de UVendotoxine, d’une part, celles du médicament, 
d autre part, le pouvoir neutralisant in vitro, et, enfin, le réle 
des oxydo-réductions dans la chimiothérapie antiendoloxique. 
Examinons ces questions. 
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1° QUELQUES PROPRIETES DES ENDOTOXINES. 
LA CHIMIO-PREVENTION. 


Nous avons vu, dans ce qui précéde, que l’endotoxine gono- 
coccique (poudre obtenue par congélation des corps microbiens 
et dessiccation dans le vide sulfurique), soumise a la centrifu- 
gation 4 3.000 t/m, révéle une répartition du principe toxique 
entre le liquide surnageant et le dépot (voir p 638, note 7) Or, 
dans une expérience préliminaire, faite en collaboration avec 
M. Paic, Vendotoxine Flexner (type Boivin et Mesrobeanu) a 
été ultracentrifugée & 83.000 t/m (centrifuge d’Henriot et 
Huguenard), pendant une heure. L’examen du liquide surna- 
geant et du dépdt (repris par-le méme volume d’eau salée) a 
montré que, sous l’influence des grands champs de gravita- 
tion, les molécules d’endotoxine n’ont pas abandonné com- 
plétement le milieu pour se déposer au fond de la cupule. En 
effet, ce liquide, injecté a la dose de 0 c. c. 10 (péritoine), a 
tué 4 souris en dix-huit a quarante-huit heures, et le culot de 
centrifugation a provoqué la mort de 4 souris, dans le méme 
espace de temps (sur 6 animaux). 

I] résulte de ces constatations : 1° que l’endotoxine gono- 
coccique est partiellement soluble dans l’eau physiologique, et, 
2° que le volume des molécules d’endotoxine glucido-lipidique 
(Flexner) est inférieur & celui des molécules qui seraient dépo- 
sées intégralement par une ultracentrifugation pendant une 
heure a 83.000 t/m. 

Par ailleurs, nous avons étudié, d’une part, Vaction hémo- 
lytique et leucocidique de l’endotoxine Flexner, et, d’autre 
part, les léscons qu’elle peut provoquer chez les souris. 

En ce qui concerne le premier point, aucune activité, ni 
hémolytique (hématies de mouton a 5 p. 100), ni leucocidique 
(globules blancs de cobaye), n’a été remarquée (doses variant 
entre 1/100.000 et 1/10). Pour ce qui a trait au second point, 
d’assez nombreuses souris mortes 4 la suite d’intoxications 
provoquées par les diverses endotoxines étudiées (et, tout parti- 
culiérement, celles du gonocoque et des bacilles dysentériques), 
ont été examinées histologiquement. Or, nous avons constaté 
de l’hyperhémie, de petites hémorragies cérébrales, hépatiques, 
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pulmonaires, rénales ou surrénales, des fragmentations 
nucléaires des leucocytes spléniques, suivies de phagocytose 
de leur chromatine par les macrophages, et nullement des alté- 
rations dégénératives ou nécrotiques des éléments nobles, quels 
qu ils soient, altérations pouvant étre mises sur le compte de 
l’activité nocive de l’endotoxine. Le poison parait donc s’atta- 
quer principalement au systéme vasculaire dans son ensemble, 
sans localisation préférentielle dans un tissu quelconque. 

Quant aux votes d’accés, nous confirmons Boivin et Mesro- 
beanu en ce qui concerne le fait que l’endotoxine glucido-lipi- 
dique agit parfaitement et A des doses infinitésimales, lors- 
qu'elle est administrée par voie intrapéritonéale ou intravei- 
neuse, Mais nous avons été surpris de constater son innocuité 
quasi totale, lorsqu’elle est injectée par voie intracérébrale. 
Le protocole suivant en fournit la preuve 

ExprRreNcE.— Deux souris recoivent, par voie transcranienne, 0 c. c. 05 
endotoxine Flexner, Elles survivent. Huit jours aprés, inoculation intra- 
péritonéale de 0 c. c. 10 de la méme toxine. Les animaux succombent 
aprés vingt-quatre heures. 

Deux autres souris sont inoculées avec 0 c. c. 05 de la méme toxine 


diluée au 1/5 (= Oc. c. 01). Elles survivent, mais se révélent réceptives 
lors d’une injection intrapéritonéale de 0c. c. 10. 


ExpiRIENCE. — Six souris sont inoculées, par voie transcranienne, avec 
0c. c. 05 d’endotoxine Flexner, en méme temps que deux autres souris 
recoivent, par voie intrapéritonéale, 0 c.c. 10 de la méme toxine, Ces 
derniéres succombent en quinze et dix-huit heures, alors que quatre 
parmi les premiéres survivent indéfiniment. 


Il en résulte que, tout au moins pour ce qui a trait aux endo- 
toxines des bacilles dysentériques purifiées chimiquement, le 
poison agit rapidement, provoquant une intoxication massive, 
trés probablement par suite d’une action sur le systéme vascu- 
laire considéré dans son ensemble, et cela peu wmporte si sa 
voie de pénétration est le péritoine, ou la circulation sanguine. 
La voie intracérébrale apparait comme la moins favorable (21). 

C’est donc sur un principe toxique agissant rapidement 
que le médicament antiendotoxique exerce son influence neu- 
tralisante dans Vorganisme vivant. Il s’en suit que celte 
influence doit, elle-méme, se manifester avec rapidité, et que, 


(21) D’autres voies de pénétration sont a ]’étude. 


Annales de UInstitul Pasteur, |. 61, n° 6, 1938. 43 


652 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


trés probablement, elle ne saurait persister au dela d’une cer- 
taine limite, particuliérement restreinte. C’est ce que l’expé- 
rience confirme pleinement. 


Exprrience. — Deux séries de 40 souris recoivent, la premiére, 30 mil- 
ligrammes de p-aminodiphénylsulfamide, la seconde 5 milligrammes de 
4-nitro-4’-aminophénylsulfoxyde per os. Puis, simultanément, 6, 10, 
et 24 heures aprés, ces animaux, de méme que 10 souris témoins, sont 
inoculés, par voie intrapéritonéale, avec 0 c. c. 10 d’endotoxine Flexner. 
Voici les résultats enregistrés : 

Témoins (10). Dix-huit heures = 6 M + 4 V; deuxiéme jour = 9 M 
+ 1V. Survie définitive = 1 V. (10 p. 100). 

1° P-aminophénylsulfamide. a) Simultanément (10). Quinze heures 
= 1M + 9 V; deuxitme jour = 2M + 8 V. Survie définitive = 8 V 
(80 p. 100). 

b) Apres siz heures (10). Quinze heures = 1M + 9 V; dix-huit heures 
= 2M'+ 8 V; Survie définitive = 8 V (80 p. 100). 

c) Aprés dix heures (10). Quinze heures = 3M + 7 V; dix-huit heures. 
= 4M + 6 V; deux jours = 5M + 5 V. Survie définitive = 5 V 
(50 p, 100). 

d) Aprés vingt-quatre heures (10). Quinze heures = 7 M + 8 V; dix- 
huit heures = 9M + 1 V; vingt-deux heures = 10 M. Survie définitive 
= OV OND. LOO}: 

2° Corps 62. a) Simultanément (10). Dix-huit heures = 2M + 8 V; 
deuxiéme jour = 3M + 7 V. Survie définitive = 7-V (70 p. 100). 

-b) Aprés six heures (10). Dix-huit heures = 4 M + 6 V. Survie défi- 
nitive = 6 V (60 p. 100). 

c) Aprés dix heures (10). Quinze heures = 3M + 7 V; deuxiéme jour 
= 4M + 6 V. Survie définitive = 6 V (60 p. 100). 

d) Aprés vingt-quatre heures (10). Quinze heures = 7 M + 8 V ; dix- 
huit heures = 7M + 3 V; deuxiéme jour = 9M + 1 V. Survie définitive 
eve CLO ma LOO): 


Concuusions. — Il résulle de cette expérience (ot lactivité 
de la p-aminophénylsulfamide s’est révélée supérieure a celle 
du corps 62), que la résistance conférée par ces médicaments 
aux souris intoxiquées par l’endotoxine Flexner, s’éputse rapi- 
dement. Cet épuisement débute vers la dixieme heure succédant 
a Vadminstration du composé per 0s, et apparait presque total. 
a la vingt-quatrieme heure (22). 


(22) Il est plus que probable que UVactivité antiendotoxique du médi- 
cament cesse dés que, par son groupement toxigéne, l’endotoxine s’est 
fixée sur les tissus réceptifs. 
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2° RAPIDITE DE LA NEUTRALISATION in vivo 
DE LA FONCTION TOXIGENE DES ENDOTOXINES. 


C’est donc dans les quelques heures qui succédent ad l’intro- 
duction dans l’organisme de l’endotoxine, d’une part, du 
dérivé antiendotoxique, d’autre part, que le conflit s’engage 
entre ces deux facteurs opposés l’un & l’autre, conflit aboutis- 
sant, trés vraisemblablement, a la neutralisation, ou a la 
destruction de la fonction toxigéne de 1’endotoxine. 

L’organisme assiste-t-il indifférent a ce conflit, ow bien y 
participe-t-al pour venir en aide a la défense antiendotoxique ? 

Nous ne le pensons pas, pour la simple raison que nous ren- 
controns dans le domaine de la chimiothérapie antiendotoxi- 
que, le méme phénoméne de « l’inabsolu » qui caractérise la 
chimiothérapie antimicrobienne. Nous avons insisté maintes 
fois sur ce fait (découvert, en premier, par Domagk), A savoir 
que, toutes choses étant égales (race et poids des souris, doses 
du médicament, espéce et variété microbienne), un certain 
nombre d’animaux succombent a4 l’infection, quelques-uns 
résistent temporairement, alors que (dans un pourcentage 
variable selon l’efficacité de l’agent thérapeutique), d’autres 
survivent indéfiniment. C’est cette constatation qui, dés le 
début, fut invoquée en faveur de ]’intervention de la résistance 
propre de l’organisme dans le processus de la guérison médi- 
camenteuse des infections bactériennes. Or, il en est de méme 
sur le plan de la chimiothérapie antiendotoxique, d’out il s’en 
suit que d’un cdté comme de I’autre, l’intervention de cet 
organisme dans le conflit parait hors de doute. Un autre fait est 
tout aussi certain : c’est qu’en dépit du traitement, l’animal 
subit, pendant un certain temps, |’influence nocive de l’endo- 
toxine, attendu que dés le début il parait malade, abattu, 
quasi parésié, en sorte que l’on assiste non pas a une préven- 
tion totale d’emblée, mais plutét a une guérison médicamen 
leuse d'un processus toxique incipient. 

Que devient la fonction antigénique de la molécule d’endo- 
toxine ? Quoiqu’il nous soit, tout au moins pour Vinstant, 
impossible de l’affirmer, nous pensons que cette fonction anti- 
génique subit le méme sort que la fonction toxigéne. En effet, 
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il ressort de nos protocoles (dont exposé détaillé nous semble 
superflu), que toutes les souris ayant, grace au traitement médi- 
camenteux, Echappé & Vintoxication, se sont révélées réceplives 
a une seconde injection de la méme endotoxine, pratiquée quel- 
ques jours aprés (22 bis). Il en fut ainsi des endotoxines du 
eonocoque, du méningocoque, du bacille d’Aertrycke, des 
hacilles dysentériques Flexner et Shiga ; seule l’endotoxine 
de la Pasteurella avicida a paru faire exception & cette régle. 


3° RAPPORTS ENTRE LES VOIES D INTRODUCTION 
DU MEDICAMENT ET DE L’ENDOTOXINE. 


Dans Ja plupart de nos essais, nous avons administré le 
médicament antiendotoxique par la vote digestive et lendo- 
foxine par la vote intrapéritonéale. Ces conditions sont-elles 
indispensables, pour que leffet antiendotoxique puisse se 
manifester ) Afin de résoudre ce probléme, nous avons réalisé 
les expériences que voici ‘ 

1° Administration du médicament sous la peau, injection de 
Vendotoxine dans la cawité péritonéale (23). 


Expérience. — Nous nous sommes servis de deux endotoxines, celle 
du gonocoque et celle du bacille dysentérique Flexner (Boivin et M™e Mes- 
robeanu); comme médicament, nous avons utilisé le 4-nitro-4’-amino- 
diphénylsulfoxyde (62) (dose 5 milligrammes). 

a) Endotoxine gonococcique. Dose = 2 milligrammes. 

Témoins (4). Quinze heures = 2M + 2 V ; vingt-quatre heures = 4 M. 
Survie définitive = 0 V (0 p. 100). 

Traitées (12). Quinze heures = 1 M + 11 Y; troisitme jour = 2 M 
+ 10 V; cinquitme jour = 3M + 9 V. Survie définitive = 9 V (60 
p. 100). Un second essai a fourni des résultats identiques aux précé- 
dents. 

b) Endotozine du bacille dysentérique Flexner. Dose = 0 c. c. 10. 

Témoins (4). Vingt heures = 4M + 0 V. Survie définitive = 0 V 
(0 p. 100). 

Traitées (12). Vingt heures = 4M + 8 V. Survie définitive = 8 V 
(66 p. 100). 


Leadministration du médicament par voie digestive n'est 
done pas indispensable, attendu que l’on enregistre les mémes 
effets, si ce médicament (62) est injecté sous la peau. 


(22 bis) Méme si l’on répéte le traitement. 
(23) Levapitr et Vaisman, C. R. Soc. de Biol., 128, 1938, p. 873. 
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2° Administration du médicament par voie digestive et 
mjection de l’endotoxine par voie intraveineuse (24). 

Il importait de savoir si, en introduisant l’endotoxine direc- 
tement dans la circulation sanguine, l’effet curatif serait le 
méme, attendu que la voie intraveineuse est celle qui assure 
une résorption, pour ainsi dire, instantanée et massive du 
produit toxique. Voici les résultats fournis par Vexpérience : 


Trecaniqur. — Endotoxzine du _ bacille dysentérique Flexner. Injection 
dans la veine caudale de la souris (dose = 0c. c. 10). Les dérivés ont été 
administrés per os peu de temps avant cette injection, aux doses indi- 
quées ci-dessous. 


Résutrats. — 1° Premiére expérience. 

a) Témoins (6 souris), Quinze heures = 4 M + 2 V; vingt-quatre 
heures = 5M + 1 V. Survie définitive = 1 V (16 p. 100). 

b) Acide 4’-sulfamidophénylazo-3-5-benzotque (sel sodique). Dose 
= 30 milligrammes. 9 souris. Quinze heures = 2M + 7 V; vingt heures 
= 4M + 5 V; vingt-six heures = 5 M + 4 V; deuxiéme jour = 6 M 
+ 3 V. Survie définitive = 3 V (383 p. 100). 

c) P-aminophénylsulfamide. Dose = 80 milligrammes. 10  souris. 
Quinze heures = 2M + 8 V; vingt heures = 3M + 7 V; vingt-quatre 
heures = 4 M + 6 V; deuxiéme jour = 5M + 5 V. Survie définitive 
= 5 V (50 p. 100). 

d) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfone. Dose : 5 milligrammes 10 souris. 
Wanei-quatresnenress ile Me gmVerdetixieme jour — so Myo (Vi 
Survie définitive = 7 V (77 p. 100). 

e) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfozyde. Dose = 5 milligrammes. 9 sou- 
ris. Quinze heures = 1M + 8 V; deuxiéme jour = 2M + 7 V. Survie 
définitive = 7 V (77 p. 100). 

2° Deuxiéme expérience. Mémes doses. 

a) Témoins (14 souris). Dix-huit heures = 12 M + 2 V; vingt-quatre 
heures = 13M + 1 V. Survie définitive = 1 V (7 p. 100). 

b) P-aminophénylsulfamide. 15 souris. Dix-huit heures = 6M + 9 V, 
deuxiéme jour = 7M + 8 V. Survie définitive = 8 V (53 p. 100). 

c) 4-nilro-4’-aminodiphénylsulfone. 15 souris. Dix-huit heures = 6 M 
+ 9 V; deuxiéme jour = 7M + 8 V. Survie définitive = 8 V (53 p. 100). 

d) 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde. 12 souris. Dix-huit heures 
= 4M + 8 V;troisitme jour = 5M + 7 V. Survie définitive = 7 V 


(58 p. 100). 
Conciustons. — Il résulte de l’ensemble de ces essais que 
activité antiendotoxique de certains dérivés benzéniques sul- 


jurés & fonction sulfamide, sulfone ow sulfoxyde a Végard de 


(24) Levaprri et Vatsman, CG. R. Soc. de Biol., 428, 1938, p. 873. 
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Vendotoxine du bacille dysentérique Flexner, se manifeste 
méme si Vendotoxine est injectée a la souris par vote intra- 
veineuse. En conséquence, une résorption rapide et massive 
de cetle endoloxine ne diminue pas sensiblement l’efficacité 
antiendotoxique de ces dérivés. LA DESTRUCTION DE LA FONCTION 
TOXIGENE DOIT DONC S’OPERER TRES RAPIDEMENT DANS L’ORGA- 
NISME. 


4° ACTIVITE ANTIENDOTOXIQUE 2n vitro. 


En présence des résultats expérimentaux obtenus grace a 
Vutilisation de la chimiothérapie antiendotoxique, la premiére 
idée qui vient 4 l’esprit est que l’effet curatif serait dt & une 
action neutralisante, que les dérivés efficaces exerceraient 
directement sur la fonction toxigéne de l’endotoxine. On rai- 
sonne ici comme lorsqu’il s'est agi d’expliquer lactivité thé- 
rapeutique des mémes dérivés a l’égard des infections provo- 
quées par des microbes pathogénes. Or, on sait, a Vheure 
actuelle, que la conception suivant laquelle cette activité se 
réduirait, en derniére analyse, & un phénoméne de baclério- 
statre directe, est en contradiction avec certaines données expé- 
rimentales, et qu’elle n’a qu’une valeur relative (25). 


Tasieau I (4). 


DOSE INJECTEE ; ieee fs V5. - . - 
aoe 1 NDOTOXINE a IS 2 N 
dans le péritoine ENDOTOXINE + 6 ENDOTOXINE TEMOIN 


Souris 4 Souris 13 
Souris bye ‘Souris 144 +} +45 bh. 
Souris Souris 15 


Souris Souris 16 
Souris 5 x Souris 17 | + 45h. 


Souris 6 Souris 18 Met -+ 20h. | 


Souris Souris 19 
Souris 8$ +415 h. Souris 20 { + 20 h. 
Souris Souris 24. M, puis G. 


Souris 10 +45 h. Souris 22 +45 h. 
Souris 14 ) as Souris-23 + 20h. 
Souris 12 § M puls G lgouris 94 M, puis G. 


(1) +, morte; M, malade; G, guérie. 


(25) V. a ce sujet, notre mémoire qui paraitra dans un prochain 
numéro de ces Annales. 
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Que faut-il penser d’une semblable hypothése, considérée 
sur le plan de la chimiothérapie antiendotoxique ? 

Nous avons recherché si certains composés, s’étant révélés 
le plus agissants in vivo, étaient capables d’annihiler in vitro 
la fonction toxique de l’endotoxine. Nous nous sommes 
adressés, pour cela,-A l’endotoxine du bacille d’Aertrycke et 
a celle du bacille dysentérique Shiga. Voici les protocoles de 
nos expériences (Cf. tableaux I et II) : 


1° Endotozine du bacille d’Aertrycke (type Boivin et M™° Mesrobeanu). 
A 2 cent. cubes d’endotoxine, on ajoute 0 gr. 20 de 4-nitro-4’-aminodi- 
phénylsulfoxyde (62). Séjour & 37° pendant deux heures. Injection dans 
la cavité péritonéale de la souris. 


2° Endotozine du bacille dysentérique Shiga (méme type). A 0c. c. 20 
d’endotoxine, on ajoute des quantités variables du dérivé 62 ou de 
p-aminophénylsulfamide. Séjour pendant deux heures 4 37°, Injection 
dans la cavité péritonéale de la souris. 

Témoins (8). Quinze heures = 1M + 2 V; vingt-quatre heures = 3 M. 
Survie définitive = 0 V ( p. 100). 


TasLeau IL. 


DOSES DE DERIVE 
CORPS UTILISE 
0 milligr. 5 1 milligramme |2 milligrammes]| 3 milligrammes | 5 milligrammes 


2, Se cae Souris 4 Souris 4 Souris 7 ) Souris 10 ; 
Souris 24 + 15 b. Souris sf +. 15 b.| Souris 8 + 15h | Souris 44 + 15%. 
Souris 3 + 24h. {Souris 6 {Souris 9 Souris42 + 24h. 
-aminophénylsulfamide . Souris 13 Souris 16 = 
Souris 145 + 45h. Souris 17 ¢ + 15h. 
Souris 15 Souris 18 J 


ConcLusions. — Dans les conditions expérimentales ot nous 
nous sommes placés, ni le 4-nitro-4’-aminodiphénylsulfoxyde, 
ni la p-aminophénylsulfamide ne se sont révélés capables de 
supprimer in vitro l’activité toxigéne des endotoxines du 
bacille d’Aertrycke et du bacille dysentérique Shiga (26). 

De plus, il résulte d’autres essais que le méme résultat 


(26) Résultats identiques avec l’endotoxine du bacille dysentérique 
Flexner, 
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négalif est enregistré, si l’on ajoute a l’endotoxine, dans le 
tube 4 essai, du 62 additionné soit de fote de souris, soit de 
sérum de lapins ayant recu, au préalable, le méme 62, ou la 
p-aminophénylsulfamide, et cela peu importe si l’on s’adresse 
a l’endotoxine du bacille d’Aertrycke, ou & celle du bacille 
dysentérique Flexner. 


* 
* 


De telles conclusions nous conduisent & penser que les déri- 
vés benzéniques sulfurés jouissant de propriétés chimiothéra- 
piques antiendotoxiques n'agissent pas tels quels dans l’orga- 
nisme vivant, pour annihiler la fonction toxigéne de l’endo- 
toxine, mais indirectement, aprés avoir subi, dans le méme 
organisme, des modifications plus ou moins profondes de lear 
constitution chimique. Nous arrivons, de la sorte, petit a petit, 
& notre conception actuelle concernant le mécanisme de la 
chimiothérapie antiinfectieuse proprement dite, & savoir que 
ni les azoiques sulfamidés, ni les composés aromatiques a 
fonction sulfamide, sulfone ou sulfoxyde, n’assurent la stéri- 
lisation microbienne in vivo a l'état ot on les administre, mais 
seulement aprés s’étre transformés en un principe véritable- 
ment actif (prncipe X), dont la nature est loin d’étre précisée 
a l’heure actuelle. Nous ne sommes donc pas loin d’admettre 
que le méme principe intervient également dans le processus 
antiendotoxique, en sorte que, effet antibactérien et effel 
antiendotoxique s’associent, pour converger vers le méme but, 
soit la mise hors portée des armes agressives de lagent patho- 
gene. 


* 
* 


Reste 4 savoir de quelle maniére ce principe actif réalise 
in vivo la neutralisation de la fonction toxigéne de ]’endo- 
toxine. Nous entrons ici dans le domaine de la pure hypothése, 
nos investigations ne nous ayant pas permis de résoudre d’une 
maniére satisfaisante cet important probléme. Nous sommes, 
cependant, enclins & supposer que, vraisemblablement, des 
phénomeénes d’oxydo-réduction pourraient jouer un réle effectif 
dans la désintoxication chimiothérapique de certains groupe- 
ments fonctionnels toxigénes de la molécule protéinique, ou 
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glucido-lipidique des endotoxines. Ce sont des recherches expé- 
rimentales récentes, faites en collaboration avec A. Girard (27), 
qui nous ont conduits 4 concevoir cette hypothése de travail. 

En effet, le faible pouvoir bactériostatique des composés 
aromatiques sulfurisés, connus pour leur haute activité cura- 
tive dans les infections microbiennes, ont conduit Levaditi, 
Girard et Vaisman & admettre "que ces corps n’agissaient 
quaprés un certain nombre de transformations chimiques, 
s’effectuant soit dans l’organisme animal, soit (ce qui est moins 
probable) dans le corps microbien lui-méme. Considérant que 
les groupements fonctionnels nécessaires A l’activité thérapeu- 
tique sont toujours situés en position para, les auteurs ont été 
amenés 4 envisager l’hypothése (28) d’une oxydation aboutis- 
sant & une transformation quinoide de la molécule, analogue 
& celle que subit la tyrosine dans sa dégradation in vivo. On 
connait, par ailleurs, des composés aromatiques sulfurés a 
structure quinoide (sulfoquinones). 

Par extension de cette hypothése, nous avons étudié le pou- 
voir curatif de quelques substances non sulfurées, ayant, 
comme caractére commun, de pouvoir subir, par voie d’oxy- 
dation, la modification quinoide. Ces substances, azoiques ou 
non, ont été : hydroquinone (137), chlorhydrate de paramino- 
phénol (141), diacétylhydroquinone (142), dibenzoate d’hydro- 
quinone (144), 4-4’-dioxydiphénylamine (145), sulfate de ben- 
zidine (146), 4-4’-diaminodiphénylstilbéne (148), 4-amino-4’- 
oxyazobenzéne (150), 4-4’-diaminoazobenzéne (454), Aurine 
(182), 4-4’-dioxyazobenzéne (153), 4-4’-dioxystilbéne (154), 
4-4’-dioxydiphényle (455). Leur numéro d’ordre correspond 
& la date de leur examen au laboratoire. 

Ces recherches ont permis de formuler les conclusions sui- 
vantes 

4° Certains dérivés benzéniques non soufrés, en particulier 
Vhydroquinone, son dérivé acétylé et le 4-4’-dioxyazobenzéne, 
agissent curativement dans la toxi-infection gonococcique et 
méningococcique expérimentale : 

2° A quelques exceptions prés, l’hypothése d’apreés laquelle 


(27) Levapit1, Girarp et Vaisman, C. R. Soc. de Biol., 128, 19388, 


p. 305. ; 
(28) Cette hypothése a été imaginée par A. Girard. 
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une telle activité thérapeutique pourrait étre due 4 la trans- 
formation des composés thérapeutiquement actifs en dérivés 
4 structure quinonique, n’est pas en contradiction avec les 
résultats expérimentaux résumés ci-dessus. 


* 
* * 


Or, il apparait également que certains, parmi ces composés 
aromatiques non sulfurés sont également doués de propriétés 
antiendotoxiques. Tel est le cas de V’ hydroquinone et de son 
dérivé acétylé qui, & légard de Vendotoxine gonococcique 
(2 milligrammes), peut réaliser une survie de 37 p. 100. Et il 
en est de méme, quoique & un moindre degré, de la quinone, 
témoin le protecole suivant : 


Expirience. — Endotoxine gonococcique = 2 milligrammes; voie intra- 
péritonéale. Quinone per os, dose = 2 milligrammes. . 

Témoins (4). Dix-huit heures = 2 M + 2 VY; trente-six heures = 
+ 1 V; quarante-huit heures = 4M + 0 V. Survie définitive 
(0 p. 100). 

Traitées (12). Quinze heures = 
+ 6 V; trente-six heures = 8 M 
p. 100) (28 bis). 


; 
<3 


3 
0 


4M + 8 V; dix-huit heures = 6 M 
+ 4 V. Survie définitive = 4 V (33 


Il se peut done qu’d la suite de leur transformation qui- 
noide dans Vorganisme, les dérivés benzéniques sulfurés 
assurent, par voie d’oxydo-réduction, la destruction des grou- 
pements fonctionnels toxigénes des endotoxines protéiniques, 
ou glucido-protéiniques microbiennes (29). I] se peut, égale- 
ment, que certains organes oxydo-réducteurs, et en particu- 
lier le foie, interviennent dans ce processus de désintoxica- 
tion chimiothérapique. Il se peut, enfin, qu’en derniére ana- 
lyse, le mécanisme de cette désintoxication ne soit pas trés 


(28 bis) Nous continuons ces recherches avec d’autres endotoxines. 

(29) Conformément aux constatations antéricures de Boivin et M™° Mes- 
robeanu, ni le permanganate de potasse (de 1/10 A 1 milligramme) 
(in vitro et in vivo), seul ou en présence d’une émulsion de foie de sou- 
ris, ni l’eau oxrygénée (0 c. c. 5 A 10, 5 ou 2 volumes) (in vitro et in vivo) 
n’agissent, le premier sur ]’endotoxine Shiga, la seconde sur i’endotoxine 
Flexner. Mais qui peut affirmer que les phénoménes d’oxydo-réduction 
s’effectuant dans l’organisme vivant, sont identiques & ceux que cer- 
tains oxydants ou réducteurs peuvent réaliser dans le tube 4 essai ? 
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éloigné de celui dont Porganisme lui-méme se sert pour rendre 
inoffensives les doses sous-toxiques des endotoxines micro- 


biennes. Mais ce ne sont 1a que des possibilités, ou plutdt des 


hypothéses de travail ; seule une expérimentation systéma- 


tique pourra nous fournir la clef du probléme, particuliérement 
antéressant, de la chimiothérapie antiendotoxique. 


RECHERCHES SUR LES CARACTERES BIOLOGIQUES 
DU BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE 


par A. SAENZ, 


(Institut Pasteur, laboratoire de recherches sur la tuberculose.} 


La nature de la tuberculose des oiseaux parut définitivement 
établie le jour ot Robert Koch, en 1882 [4], mit en évidence 
dans les organes d’un coq tuberculeux Je bacille auquel son 
nom reste attaché. Ce bacille présentait les mémes particu- 
larités tinctoriales et morphologiques que celui originaire des 
lésions tuberculeuses de ‘homme ou du beeuf. Aussi tout 
d’abord, Koch, en se basant uniquement sur l’identité d’aspect 
et des réactions de coloration de ce bacille, considéra que le 
bacille de la tuberculose aviaire était le méme que celui de 
la tuberculose des mammifléres, et ce point de vue fut pen- 
dant quelques années unanimement admis. 

En 1887, Nocard et Roux [2], grace & l’heureux progrés 
réalisé dans la culture par l’addition de la glycérine, isolérent 
une souche de bacille aviaire, sur gélose glycérinée, a partir 
des organes d’un faisan atteint de tuberculose spontanée, et 
ils furent alors & méme d’apprécier les caractéres de culture 
particuliers 4 ce germe. 

Mais en réalité, c’est & Rivolta [3], en 1889, que revient le 
mérite d’avoir établi les différences qui séparent la tuberculose 
aviaire de celle des mammiféres ; c’est lui qui montra que 
les produits tuberculeux de la poule sont incapables de pro- 
duire une tuberculose généralisée chez le cobaye. Et c’est lui 
qui, le premier, se basant sur l’impossibilité de communiquer 
la tuberculose des mammiféres aux oiseaux, émit l’hypothése 
que la tuberculose des mammiféres et celle des oiseaux étaient 
dues & deux espéces différentes. 

Reprenant cette étude, Maffucci [4], en 1890, s’efforea de les 
distinguer en étudiant les conditions de leur développement. 
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En fait, il confirme les recherches de Rivolta en montrant que 
les poules succombent toujours de tuberculose généralisée, 
quand on leur inocule par n’importe quelle voie des organes 
de poules tuberculeuses. 

Les importantes recherches de Rivolta et de Matfucci 
venaient donc mettre en question l’unicité de l’agent étiolo- 
gique de la tuberculose, chez les diverses espéces d’animaux, 
comme l’avait posée R. Koch. Entre temps, ce dernier avait 
eu l’occasion d’examiner les caractéres de diverses cultures 
d’origine aviaire, en particulier sur gélose glycérinée, que lui 
avaient envoyées Nocard et d’autres auteurs ou qu’il avait 
obtenues lui-rméme par ensemencement direct d’organes de 
plusieurs poules tuberculeuses ; il constata alors que ces cul- 
tures avaient toutes le méme aspect et en méme temps confirma 
les particularités décrites par les auteurs précédents. I] combla 
ainsi les lacunes de ses premiéres recherches et écrivit, A l’occa- 
sion du Congrés de Berlin [5], en 1890 : « Je n’hésite pas a 
considérer les bacilles de la tuberculose des poules comme 
une espéce a part, quoique trés rapprochée des vrais bacilles 
de la tuberculose. » 

Il appartient ensuite 4 Straus et Gamaleia [6], en 1891, de 
préciser définitivement les caractéres distinctifs qui séparent 
les bacilles aviaires de ceux des mammiféres et & cette époque, 
ils concluent comme Koch « a deux espéces de bacilles tout a 
fait différentes » 

Puis les recherches de Cadiot, Gilbert et Roger, de 1890 a 
4898 [7], de Weber et Bofinger [8], en 1904, de M. Koch et 
L. Rabinowitsch [9], en 1907, aboutirent 4 la notion d’un 
bacille des oiseaux qui serait « une espéce beaucoup plus 
différente du genre Mycobacterium » que ne différent entre 
eux les types de bacilles tuberculeux humain et bovin. 

Ce mémoire a pour but de résumer les recherches que nous 
avons commencées il y a déja plusieurs années. Nous ne limi- 
terons pas notre travail exclusivement & la révision du pro- 
blame de la variabilité, point que nous avons traité dans un 
mémoire précédent [40], et nous étudierons divers faits d’ordre 
expérimental qui, bien que déja signalés en partie, n'ont pas 
jusqu’’é présent suffisamment attiré l’attention des expéri- 
mentateurs. 


664 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Dans nos recherches, nous avons étudié au total 533 souches: 
de bacilles aviaires dont l’origine ainsi que le mode d’isole- 
ment furent les suivants : 


Ensemencement direct de la moelle osseuse de poules prove- 


nant des Halles Centrales de Paris. ...-....+-+..-+.. 42 
Ensemencement aprés traitement du foie de poules proyenant 

des: Halles Gentrales de Ramis sivsrcsusstesn oe) este) ey eeieett ae ol tis 4 
Ensemencement aprés traitement de la rate de poules prove- 

nant des Halles GCentrales de Paris. . . 205% + 5 + ss @ = 27 
Souches entretenues depuis des années dans nos laboratoires . 10 


TECHNIQUES D’ISOLEMENT. 


A. ENSEMENCEMENT DIRECT. La « MysLocuLTURE ». — Etant 
donné la constance de l’infection de la moelle osseuse que 
nous avons enregistrée au cours de la tuberculose chronique 
de la poule, cette méthode d’isolement trés simple et sire, 
s’avére d’une réelle utilité, surtout lorsqu’il s’agit de poser 
le diagnostic 4 distance. En effet, il est trés facile de sectionner 
lun des os longs de l’animal et de l’envoyer par la poste au 
laboratoire aux fins de diagnostic. 

Voici en quoi consiste la technique compléte : 


Aprés avoir dénudé le fémur des muscles correspondants, on sectionne 
transversalement l’épiphyse et au moyen d’un cautére effilé rougi & 
blanc, on cautérise l’orifice du canal médullaire sur une profondeur 
d’environ 10 millimétres. Puis, avec une pipette stérile de gros calibre, 
on aspire la moelle osseuse qu’on ensemence directement (myélocul- 
ture), par étalement sur plusieurs tubes de milieux solides, en parti- 
culier milieu 4a l’ceuf ou pomme de terre glycérinée. 


Nous avons appliqué en 1932, avec Manseau [14], cette tech- 
nique 4 13 poules tuberculeuses, provenant des Halles Cen- 
trales de Paris, et qui présentaient des lésions hépatiques et. 
spléniques caractéristiques. 

En nous servant du milieu a |’couf-glycérine-asparagine-vert 
malachite, nous avons obtenu 12 résultats positifs. Les dates 
extrémes d’apparition des colonies furent neuf et quatorze 
jours. L’échec enregistré concernait une vieille poule dont 


la moelle était ossifiée et qui d’ailleurs ne contenait pas de 
bacilles & examen direct. 
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B. Propurrs INFEcTysS SECONDAIREMENT. — Les 34 autres. 
souches ont été isolées de la rate ou du foie de poules, en 
appliquant notre technique a l’acide sulfurique [42] avec neu- 
tralisation par la soude, en présence de teinture de tournesol. 


1 gramme_de fragment d’organe est broyé stérilement dans un mor- 
tier, puis laissé au contact de 1 cent. cube d’acide sulfurique a 
10 p. 100 (1), pendant vingt A trente minutes. Pour cette opération, 
on peut se passer du sable qui génerait certaines manipulations ulté- 
rieures comme la recherche directe du bacille dans le produit broyé. 
On introduit quelques gouttes de teinture de tournesol et on neutralise 
a l’aide de soude a 30 p. 100. On ensemence ensuite, en ne dépassant 
pas la quantité de 0 c. c. 5 par tube, & la surface de plusieurs tubes 
de milieu 4 |’ceuf-glycérine-asparagine-vert malachite, qui est, comme 
nous le verrons plus loin, le plus favorable & la culture du bacille 
aviaire. Le délai d’apparition fut sensiblement le méme qu’avec les 
produits ensemencés directement, signalés plus haut. 


SENSIBILITE COMPAREE DES DIVERS MILIEUX POUR LA CULTURE 
DU BACILLE AVIAIRE. 


On sait, depuis le travail classique de Straus et Gamaleia 
(1891) pour différencier le bacille humain du bacille aviaire, 
que ce dernier peut se développer, aprés ensemencement direct 
de la rate de poules tuberculeuses, sur les milieux gélosés 
simples, glycérinés ou sucrés. 

Nous avons ensemencé, aprés traitement par l’acide sulfu- 
rique, des fragments de foie ou de rate de 14 poules tubercu- 
leuses, sur les milieux suivants : milieu de Loewenstein diffé- 
rent de la formule originale de cet auteur en ce sens qu'il 
u’était glycériné (2) qu’a 2,5 p. 100 [43], milieu 4 l’euf non 
glycériné, pomme de terre glycérinée, gélose simple, gélose 
glycérinée, gélose glucosée selon la formule de Sabouraud, 
sérum coagulé de cheval simple ou glycériné a 3 p. 100. 

Dans trois cas, nous nous sommes limité a comparer le 
milieu a l’ceuf avec la pomme de terre glycérinée. 

Le délai d’apparition des colonies fut assez variable suivant 


(1) Quand J’infection secondaire révélée par frottis s’avére trés intense, 
on traite le produit par l’acide sulfurique a 15 p. 100, comme nous 
Vavons fait dans 6 cas, soit le tiers de noz isolements. 

(2) Ce taux de glycérine s’est en effet montré le plus favorable pour 
la culture du bacille aviaire comme pour les bacilles des mammiféres. 
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le milieu employé. D’aprés la rapidité d’apparition et l’abon- 
dance de la culture obtenue, le milieu de Loewenstein vient 
en premicre place (colonies apparues entre neuf et quatorze 
jours), suivi par la pomme de terre glycérinée, la gélose glycé- 
rinée, le sérum et la gélose Sabouraud, enfin la gélose simple 
oti les colonies n’apparurent que trés tardivement, au bout de 
soixante et méme soixante-trois jours. 

Le détail de cette expérience est donné dans le tableau I. 


TABLEAU |. 


NOMBRE DE COLONIES 


des souches 


sans 
elycérine 
Pomme 
de terre 
Gélose 
simple 
Gélose 
elycérinée 


Loewenstein 


Gélose 
» glucosée 
Sérum 


Poule 418. 
Poule 2 
Poule 
Poule 
Poule 17. oe 
Poule 2: ++4++| Infecté. 
Poule 24. aes 0 
Poule 25. 0) ae 
Poule 26. x L cee ieeee 
Foule 27. of ahaa aa 
Poule 28. +++4])4++++ 
Poule 29. Mech flected 
Poule 30. Senin |Grsee nae 
Poule 31.) + +++ ae ae sual 


+444 
++++ 


te 
8 8 Ts 8 Loewenstein 
ai 
tt 
Soi Ny 
+4 


++ 
a 


a 


#, innombrables; +++-+, nombreuses; ++, en petit nombre; +, rares. 


La lecture de ce tableau montre que le milieu le plus sen- 
sible pour la culture du bacille aviaire est celui de Loewen- 
stein ; 14 ensemencements ont fourni 14 cultures ; viennent 
ensuite le milieu a l’ceuf non glycériné (un échec), la pomme 
de terre glycérinée (deux échecs), la gélose glycérinée, la 
gélose simple (deux échecs sur 14 ensemencements); enfin la 
gélose glucosée et le sérum coagulé qui sont les milieux les 
moins sensibles. 

Ces observations confirment en général celles de Straus et 
Gamaleia sur la valeur nutritive de la gélose simple, glycé- 
rinée ou sucrée. A ]’époque, on ne connaissait pas encore la 
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valeur des milieux a l’ceuf, ni celle de la pomme de terre sur 
laquelle Straus devait cependant remarquer, en 1896 [14], la 
croissance « facile et abondante » du bacille aviaire. 

Il découle de ces expériences que, sans aucun doute, c’est le 
milieu 4 l’ceuf glycériné qu’il convient d’employer pour I’isole- 
ment toutes les fois qu’on a quelques raisons de penser A une 
contamination par le bacille aviaire. 


CARACTERES MORPHOLOGIQUES. 


Il n'est pas douteux que c’est & Metchnikoff [45] que l’on 
doit d’avoir attiré l’attention le premier, en 1888, sur le poly- 
morphisme que présente le bacille aviaire dans Jes milieux 
de culture. En effet, & cette époque ot les divers types de 
bacilles n’avaient pas encore été différenciés, Metchnikoff 
signala la présence de formes filamenteuses, ramifiées et en 
massue, dans une culture stirement d’origine aviaire puis- 
qu'elle avait été obtenue 4 la température de 43°, tempéra- 
ture 4 laquelle, on le sait, les bacilles des mammiféres ne se 
développent pas. 

Nocard et Roux, dans leur remarquable mémoire sur le 
bacille aviaire, paru la méme année, firent des constatations 
identiques. 

En ce qui nous concerne, nous avons pu confirmer le bien- 
fondé de ces observations. D’une maniére générale, les carac- 
téres morphologiques des bacilles aviaires, issus de cultures 
jeunes sur milieu de Loewenstein n’offrent rien de particulier. 
Les bacilles se présentent isolés ou en amas, plus courts cepen- 
dant que les bacilles des mammiféres (formes naines de Straus). 
Mais cet aspect est nettement différent quand il s’agit de germes 
provenant de vieilles cultures sur milieux pauvres (gélose 
elycérinée), ou obtenues & haute température ou encore de 
colonies secondaires apparues aprés plusieurs mois de séjour 
4 la température du laboratoire. Nos constatations sur ce point 
sont les suivantes : 

Les bacilles, de dimensions fort variables pour chaque sou- 
che (3), se présentent avec un pléomorphisme et un polymor- 


(3) Van Deinse et M"* Hooghiemster [46] ont décrit des souches dont 
les dimensions bacillaires oscillaient entre 2 et 10 u. 
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phisme des plus accentués. Ils montrent un fort pourcentage de 
formes non acido-résistantes, formes coccoides ou bacillaires, 
ramifiées ou en chainettes, formes filamenteuses et surtout, 
fait frappant, formes terminées par des renflements en forme 
de massue simulant |’aspect d’une spore terminale. Cet aspect 
est particulier aux bacilles issus de cultures, car nous ne l’avons. 
rencontré que trés rarement dans les frottis d’organes d’ani- 
maux atteints de tuberculose spontanée ou expérimentale ; 
c’est dans le pus d’ostéo-arthrites du lapin que. nous |’avons 
observé. 

Nous considérons ce caractére de polymorphisme comme 
particuliérement intéressant. Il peut présenter une certaine 
valeur diagnostique pour établir lorigine aviaire d’une souche 
donnée, car nous ne l’avons jamais remarqué jusqu’a présent 
dans les frottis de cultures ou d’organes d’animaux infectés 
avec des souches humaines ou bovines. 


4 


INFECTION EXPERIMENTALE DES POULES, PAR VOIE BUCCALE. 


Le tube digestif étant la principale voie d’infection dans 
la tuberculose aviaire, nombre d’auteurs ont prétendu qu’il 
serait facile de contaminer les oiseaux en se servant de cette 
voie comme mode d’infection. C’est ainsi, par exemple, que 
Weber et Bofinger ont réussi 4 infecter 17 poules sur 24. Plus 
tard, L. Rabinowitsch [47] est arrivée au méme résultat en se 
servant d’excréments de poules tuberculeuses ; mais en lisant 
les mémoires de ces auteurs, on constate qu’ils se sont servis 
de doses infectantes considérables telles qu’un tube entier de 
culture sur gélose, par animal. 

Cependant, dans des expériences récentes telles que celles 
de Beller, de 1931 & 1933 [48], on insiste sur la nécessité d’in- 
gestions massives ef répétées pour réussir 4 reproduire ia 
tuberculose aviaire chez la poule. Bornstedt et Rohrer [49], 
en 1932, font les mémes remarques. 

Ktant donné ces incertitudes, nous avons repris la question. 
Voici les deux séries d’expériences que nous avons entreprises 
sur la poule, en nous servant soit de cultures, soit d’organes. 
de poules tuberculeuses : 
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PREMIERE séRIE. — Nous nous sommes toujours servis de poulettes de 
deux 4 trois mois, afin d’écarter, dans la mesure du possible, le danger 
de la tuberculose spontanée. De plus, les animaux choisis étaient 
laissés & jeun les vingt-quatre heures qui précédaient Vinfection. Le 
repas infectant se composait de mie de pain humectée avec une émul- 
sion de bacilles en eau distillée stérile. Les germes employés dans cette 
premiére série d’expériences provenaient de cultures sur pomme de 
terre glycérinée, qui étaient soit des souches aviaires dissociées d’aspect 
R, soit des souches récemment isolées d’aspect S typique. 

Les doses qui furent données aux poules de cette facon variérent 
entre 10 et 40 centigrammes. Dans certains cas, on répéta le repas 
infectant deux ou trois fois, 4 vingt-quatre heures d’intervalle. 

Au total, 19 poules absorbérent des bacilles aviaires provenant de 
7 souches différentes. Elles moururent ou furent sacrifiées entre qua- 
rante-deux jours (2 poules) et neuf mois ; 9 d’entre elles présentérent 
des lésions tuberculeuses, lésions toujours présentes sur l’intestin et 
fréquentes sur le foie et la rate. Aucune trace de tuberculose ne fut 
visible avant le quatriéme mois. 


DEUXIzME sERIE. — Dans cette seconde série de recherches, nous avons 
infecté les poules par ingestion de fragments d’organes provenant de 
poules tuberculeuses. Dans ce but, des fragments de foie de la taille 
d’une noix furent broyés, mélangés 4 de la mie de pain, puis donnés 
a ingérer, en une ou deux fois, 4 9 poules. 8 d’entre elles, mortes ou 
sacrifiées entre deux et sept mois et demi, présentérent des lésions, 
lésions localisées 4 l’intestin ou généralisées au foie et a la rate. 


Il est particuliérement intéressant de comparer les résultats 
donnés par la souche n° 16, qui servit 4 infecter des poules, 
soit directement a l’état de cultures pures, soit indirectement 
sous la forme du foie d’une poule infectée expérimentalement. 


Dans le premier cas, des 4 poules mortes ou sacrifiées respectivement 
au bout de deux mois, deux mois et demi et sept mois (deux), une 
seule, morte au bout de sept mois, est trouvée tuberculeuse. 

Dans le second cas, les 3 animaux infectés sont morts aprés quatre 
mois (deux) et sept mois et demi, tous avec des lésions plus ou moins 
généralisées. 


L’ensemble de ces expériences est rapporté dans le 
tableau II. , 

On peut tirer de cet exposé les conclusions suivantes 

Tout d’abord, un long délai de temps est nécessaire pour 
obtenir la mort par tuberculose généralisée des poules infectées 
avec des cultures ou avec des organes d’animaux tuberculeux, 
en moyenne quatre 4 sept mois. Gependant, il faut remarquer 
que 3 poules infectées avec une souche lisse 8, non dissociée, 
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récemment isolée, moururent, entre quatre et six mois, avec 
des lésions de tuberculose généralisée. 

Secondement, les cultures se sont montrées moins virulentes 
que les organes : 9 poules contaminées sur 19, dans le premier 


TasLeau II. 


DOSE 
SOUCHES en SURVIE AUTOPSIE 
centigrammes 


Ingestion de cultures @ des poules : 


mois 1/2.]Nodules sur intestin. 

mois 4/2.|Nodules sur intestin. 

mois. Nodules sur intestin. foie, rate, pylore. 
mois. Nodules sur intestin, foie, rate. 
mois. Nodules sur intestin, foie, rate. 
mois. Nodules sur foie, rate, intestin. 
jours. Indemne. 

mois. Indemne. ‘ 

mois. Indemne. 

mois 1/2.|Indemne. 

mois. Lésions sur foie, rate, intestin. 
mois. Indemne. 

mois. Indemne. 

mois. Lésions sur foie, rate, intestin. 
mois. Indemne. 

mois. Indemne. 

mois. Indemne. 

mo's. Lésions sur intestin, foie, rate. 


Poule 1R. . 
Poule 9S. . 


Poule 10R. 
Poule 11R. 
Poule 44R. 
OBNZ sick one 


Poule 


HIM MAWES NMOACHE Oe I-I 


Ingestion @organes de poules tuberculeuses : 


mois. Lésions sur foie, rate, reins. 

mois, Trois granulations sur rate. 

mois 1/2.|/Lésions osseuses et sur péritoine, in- 
testin, foie, rate, coour, gésier, ovaires, 
musclo de la cuisse. 

mois. Lésions intestinales. 

mois. Lésions sur intestin, foie, rate. 

mois. Lésions sur intestin, foie, rate. 

mois. Quelques granulations sur rate. 

mois. Indemne. 


cas ; 8 sur 9 dans le second cas. De plus, le délai minimum de 
tuberculisation, de deux mois avec les organes, atteint quatre 
mois avec les cultures. 
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DEGRE DE VIRULENCE DES SOUCHES AVIAIRES RECEMMENT ISOLEKES 
ET FORMES ANATOMO-CLINIQUES DE LA TUBERCULOSE EXPERI- 
MENTALE PROVOQUEE PAR VOIE VEINEUSE, CHEZ LA POULE ET 
LE LAPIN, 


Nous avons étudié 20 souches récemment isolées des organes 
de poules qui provenaient des Halles Centrales de Paris, en 
vue de déterminer leur virulence moyenne [20], ainsi que les 
localisations le plus fréquemment observées chez la poule et 
le lapin inoculés par voie veineuse. 

Pour le titrage de la virulence de nos 20 souches, chez la 
poule et le lapin, nous avons utilisé les cultures des premiers 
passages sur pomme de terre glycérinée, 4gées de vingt a trente 
jours, qui avaient l’aspect typique, gras, brillant, humide, 
lisse et uni des souches aviaires au moment de |’isolement. 

Nos émulsions ont été préparées avec des bacilles pesés a 
l’état frais, non essorés et, dans la plupart des cas, nous avons 
pris soin de changer de pipette entre chaque dilution. 


A. Poute. — A titre d’exemples, nous avons relevé les 
résultats obtenus chez la poule avec plusieurs souches aviaires 
— en excluant ceux donnés par des doses massives de germes 
— dans le tableau n° 3. 

Forme aigué. — L’inoculation intraveineuse de doses mas- 
sives, 1, 3 et 10 milligrammes chez la poule, se traduit par 
un syndrome semblable en certains points au syndrome type 
Yersin chez le lapin, caractérisé par Vamaigrissement et la 
cachexie rapide des animaux qui meurent entre quatorze jours 
et trois semaines. A l’autopsie, on trouve une énorme hyper- 
trophie de la rate et du foie (poids moyen du foie et de la rate, 
437 grammes et 7 grammes au lieu de 45 grammes et 4 gr. 5, 
poids normal chez la poule), avec absence de Iésions nodulaires 
mais présence fréquente de fines granulations visibles seulement 
a la loupe. Les frottis du foie, de Ja rate et de la moelle osseuse 
contiennent des bacilles acido-résistants en abondance. 

Forme subaiqué. — Les poules inoculées avec des doses 
variant entre 1/100 et 1/10.000 de milligramme meurent entre 
un et trois mois. A l’autopsie, on remarque que le foie et la 
rate sont plus ou moins hypertrophiés et criblés uniformé- 
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ment de petits nodules punctiformes de Ja taille d’une téte 
d’épingle ; ces nodules ne sont partois nettement visibles qu’a 
la loupe et ont l’aspect d’un fin piqueté blanc. Il n’est pas rare 
de voir, dans la moelle osseuse, de tout petits abcés miliaires, 
qui contiennent des bacilles en abondance et qu’on voit sur- 
tout par transparence dans les os du bréchet et des cétes. 

Forme chronique.— L’inoculation intraveineuse de 1/100.000 
a 4/40.000.000 de milligramme détermine la mort de la poule 
en quatre a sept mois. Les lésions produites sont trés sensi- 
blement identiques 4 celles de la tuberculose naturelle des 
oiseaux. Les animaux restent longtemps er parfait état de 
santé apparent. A l’autopsie, le foie est hypertrophié et pré- 
sente des granulations blanc jaundtre, de grosseur variable, 
atteignant parfois celles de la tuberculose naturelle des oiseaux. 
Les animaux restent longtemps en parfait état de santé appa- 
rent. A l’autopsie, le foie est hypertrophié et présente des 
granulations blanc jaundtre, de grosseur variable, atteignant 
parfois celle d’une noisette ; la rate est transformée en un 
conglomérat de nodules ayant le relief d’une mire et de couleur 
blanc jaundtre. On constate irrégulitrement la présence de 
lésions intestinales, ovariennes ou osseuses (bréchet et gril 
costal); les reins sont normaux mais les pcumons contiennent 
assez souvent de rares granulations grises. 


B. Lapin. — Dans le tableau n° 4 sont consignés les résultats 
obtenus par l’inoculation intraveineuse de bacilles aviaires 
au lapin. 

Forme aigué, type « Yersin ». — L’inoculation intravei- 
neuse de 1, 5 et 10 milligrammes détermine chez le lapin 
un processus infectieux, septicémique, type « Yersin », 
rapidement mortel entre 14 et 21 jours. A l’autopsie, le foie 
et la rate sont généralement hypertrophiés et les manifesta- 
tions d’ordre toxique ou anémique sont fréquentes. Les pou- 
mons et les reins sont congestionnés et cedématiés. Il s’agit 
d’un syndrome qui se caractérise par l’absence constante de 
lésions tuberculeuses macroscopiques et la présence, aux 
frottis, de bacilles fourmillant dans presque tous les organes, 
poumons, foie, rate et moelle osseuse. 

Forme subaiqué. — L’infection subaigué se traduit chez le 
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lapin par une tuberculose miliaire généralisée. Le foie et la 
rate sont hypertrophiés d’une maniére inconstante et parse- 
més de nodules ; quelquefois un seul de ces organes est touché, 
le plus souvent la rate. Les reins, plus ou moins hypertrophiés, 
présentent f[réquemment quelques nodules blanc nacré. La 
présence de lésions intestinales a été constatée rarement, sur- 
tout au niveau de l’appendice. Les poumons, de grandeur 
normale, contiennent un nombre variable de tubercules dont 
la fonte caséeuse dessine des taches confluentes irréguliéres. 
Les os plats, principalement le gril costal, montrent fréquem- 
ment, par transparence de petites granulations opaques qui 
contiennent des bacilles. 

C’est sous cette forme que le diagnostic différentiel avec le 
bacille bovin est le plus difficile ; cependant, en général, chez 
les animaux inoculés avec des souches bovines récemment 
isolées, les lésions pulmonaires 1’emportent de beaucoup 
(hypertrophie des poumons et fonte caséeuse des tubercules). 

Forme chronique. — Chez le lapin, le tableau clinique est 
tout a fait caractéristique. Les lésions viscérales manquent 
totalement ou sont insignifiantes : rares granulations sur les 
reins et les poumons ; une fois sur dix, nous avons trouvé 
un ou plusieurs nodules sur une rate de dimensions normales. 

Le fait frappant est la présence constante sur le squelette 
de lésions siégeant électivement dans le tissu spongieux des os 
courts et sur les épiphyses des os longs. Le plus souvent, on 
observe des polyarthrites prenant particuliérement les articu- 
lations fémoro-tibiales et tibio-tarsiennes. Néanmoins les 
altérations articulaires des quatre membres ne sont pas rares. 
Chez certains lapins, nous n’avons pas compté moins de 
9 ostéo-arthrites simultanées, les articulations phalangiennes 
mémes des extrémités des pattes étaient envahies. 

Contrairement A ce qui arrive chez les lapins inoculés avec 
des bacilles bovins ot le point de départ de la Iésion osseuse 
est nettement médullaire, chez les lapins infectés avec des 
bacilles aviaires, il est périarticulaire. A l’ouverture d’une 
articulation prise, on constate que l’altération initiale com- 
mence par la membrane synoviale qui est dilatée ; la synovie 
est remplacée par un pus gluant et épais contenant en suspen- 
sion des grumeaux fibrineux ot les bacilles sont trés abon- 
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dants. Les extrémités osseuses correspondantes sont simple- 
ment congestionnées et ce n’est que dans la phase terminale 
qu’on observe des ulcérations et des Iésions de nécrose 
caséeuse des épiphyses. 

La présence d’ostéo-arthrites tuberculeuses produites par 
le bacille aviaire chez le lapin est connue de longue date puis- 
que Grancher et Ledoux-Lebard [24] la signale déja en 41897. 
Viennent ensuite les observations de Cadiot, Gilbert et Roger, 
(arthrite du genou chez un lapin inoculé six mois auparavant 
avec le foie d’une poule tuberculeuse), de Weber et Bofinger 
(1904) qui étudient 4 cas chez des lapins inoculés depuis quatre 
a Six mois. 

Nos recherches montrent que les poules et les lapins, ino- 
culés par voie veineuse, avec des bacilles aviaires récemment 
isolés, présentent des formes de tuberculose clinique en rela- 
tion étroite avec le temps d’incubation. L’infection & marche 
rapide, aigué, toxique, septicémique, caractérisée par l’hyper- 
trophie des organes et l’absence de tubercules, s’observe avec 
des doses massives de germes. Les animaux, chez lesquels la 
maladie évolue entre quatre et douze semaines, sont atteimts 
d’une forme de tuberculose subaigué, c’est-a-dire hypertrophie 
moyenne des organes avec lésions nodulaires généralisées ; 
cette forme s’obtient par inoculation de 1/100 a 4/10.000 de 
milligramme. Enfin la forme clinique qui correspond a la tuber- 
culose naturelle de la poule a été observée chez les animaux 
morts entre quatre et sept mois, inoculés avec 1/100.000 a 
1/10.000.000 de milligramme. Pour le lapin, la forme chro- 
nique de tuberculose aviaire est caractérisée par la présence 
constante, sur le squelette, d’altérations siégeant électivement 
dans le tissu spongieux des os courts et de poly-ostéo-arthrites 
atteignant souvent les quatre membres, et s’ observant lorsque 
la survie des animaux atteint quatre a sept mois. 

On n’a constaté aucun écart notable de virulence entre les 
souches isolées qui ont tuberculisé les animaux jusqu’a la dose 
de 1/10.000.000 de milligramme. 
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VITALITE DES CULTURES DE BACILLES AVIAIRES. 


Maffucci, Weber et Bofinger ont été les premiers auteurs a 
signaler des réensemencements positifs avec des cultures 
aviaires vieilles de plus de deux ans. 

F. Griffith [22] obtient, en 1911, des cultures fertiles A partir 
de tubes ensemencés avec des bacilles aviaires, restés mille 
soixante-sept jours 4 la température du laboratoire. De son 
cété, A. S. Griffith fait des constatations identiques avec des 
cultures Agées de trois années. 

En ce qui nous concerne, nous avons rapporté, dans un 
mémoire précédent, le cas d’une souche aviaire (A. N.), sur 
milieu & lceuf, que nous avons réussi & repiquer apres séjour 
de trois ans & la température du laboratoire. Depuis, nous 
avons fait d’autres essais avec des souches aviaires que nous 
avions isolées en 1931 de la rate de poules provenant des 
Halles de Paris ; ces souches avaient été entretenues sur milieu 
& l’ceuf-vert malachite (n° 6 et 7) et sur pomme de terre glycé- 
rinée (n° 41 et 12) jusqu’au 3 mai 1932, date a laquelle on les a 
retirées de l’étuve ; on les a conservées ensuite & la température 
du laboratoire, a l’abri de l’air, pendant six années, c’est-a- 
dire jusqu’en 1938; les milieux étaient alors desséchés et rata- 
tinés; pourtant ces cultures se montrérent encore vivantes et 
donnérent, sur pomme de terre glycérinée, dans un délai un 
peu plus long que la normale, des cultures fertiles ayant 
conservé leur aspect lisse et leur virulence initiale. 

Il faut donc admettre que, dans nos conditions d’expériences, 
les cultures de bacilles aviaires peuvent encore étre vivantes 
et virulentes aprés six ans de séjour 4 la température du 
laboratoire, a l’abri de la lumiére. 

D’autres recherches, entreprises dans le méme sens, nous 
ont montré que le degré de végétabilité des cultures de bacilles 
aviaires dépend, en fait, de plusieurs facteurs tels que le 
milieu de culture, l’exubérance de la croissance et, enfin, la 
souche employée. 
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ACTION DE LA BILE SUR LES SOUCHES AVIAIRES. 


Aprés les travaux de A. Calmette et Guérin, qui ont mis en 
évidence la perte de virulence des bacilles tuberculeux des 
mammiféres (BCG), au moyen de cultures en série sur pomme 
de terre biliée et glycérinée pendant de longues années, peu 
d’expériences ont été rapportées en ce qui concerne l’appli- 
cation de ce procédé aux souches aviaires. 

En effet, en dehors des expériences sommaires de A. Grif- 
fith [23], il n’existe pas, 4 notre connaissance, d’autres souches 
aviaires biliées que celle de A. Boquet, qui servit & Har- 
nach [24] pour ses essais de vaccination contre la tuberculose 
aviaire. En outre, cette souche présentait l’aspect des cultures 
de bacilles des mammiféres ; or, comme nous le démontrerons 
plus loin, les souches aviaires composées de colonies R sont 
souvent spontanément atténuées. Il s’imposait donc d’étudier 
l’action de la bile sur des cultures aviaires récemment isolées, 
constituées exclusivement de colonies lisses, autrement dit des. 
cultures typiques ayant conservé tous les caractéres de l’espéce. 


La premiére souche que nous avons étudiée (A. M. 7) avait été isolée, il 
y a six ans, de la rate d’une poule atteinte de tuberculose naturelle. 
Inoculée 4 la poule 4 cette époque, par voie veineuse, a la dose de 
1/1.000.000 4 1 milligramme, elle tuait l’animal en quinze a cent 
quarante jours. A l’autopsie, on retrouvait les formes d’infection tuber- 
culeuse aigué, subaigué et chronique déterminées par les souches 
aviaires de virulence normale que nous avons décrites précédemment. 

Dés son isolement, cette souche fut reportée sur pomme de terre 
biliée et sur pomme de terre glycérinéc ; le développement était com- 
plet en vingt jours ; la culture avait un aspect crémeux, lisse, brillant, 
humide, blanc nacré sur milieu glycériné, vert-jaundtre sur milieu bilié. 

Au bout de quatre années de passages successifs sur ces milieux, on 
procéde au titrage de la virulence de la souche glycérinée et de la 
souche biliée reportée préalablement sur pomme de terre glycérinée. 
La souche glycérinée, inoculée 4 la dose de 1/100 4 1/100.000 de milli- 
gramme montra une virulence analogue a celle qu’elle présentait an 
moment de l’isolement. Ces résultats contrastérent avec ceux donnés 
par la souche biliée : les animaux inoculés tolérérent impunément des 
doses semblables de germes et sacrifiés six mois aprés se montrérent 
indemnes ; les frottis de leurs organes ne contenaient pas de bhacilles 
acido-résistants. 

Un an apres, c’est-a-dire douze autres passages ayaut été pratiqués, 
toujours sur les mémes milieux, on recherche A nouveau la virulence 
des deux souches, mais en inoculant a la poule des doses massives 
1/10 4 10 milligrammes. La souche glycérinée se montre inchangée. 
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tandis que J’atténuation de virulence de la souche biliée est encore 
plus marquée ; les poules ayant recu 1/10 de milligramme, sacrifiées 
sept mois aprés, ne présentent aucune lésion suspecte. Mais la perte 
de virulence n’est pas totale, comme le montrent les animaux inoculés 
avec 1 4 10 milligrammes qui, deux 4 cing mois aprés l’inoculation, 
sont trouvés porteurs de lésions tuberculeuses viscérales restreintes ; 
c'est dire qu’il n’est plus question de tuberculose du type Yersin ; le 
degré d’atténuation de la virulence est mesuré par le long délai néces- 
saire 4 Ja tuberculisation des animaux et par les quelques lésions 
d’allure chronique trouvées sur les organes. 

Une deuxiéme souche aviaire (A. N.), qui subit pendant cing années 
des passages successifs sur pomme de terre biliée, en conservant l’aspect 
lisse initial, jusqu’& la dose de 1/100 de milligramme, se révéla parfaite- 
ment inoffensive pour la poule. 

Notre troisiéme souche aviaire (A. M. 9) fut isolée, en méme temps 
que Ja premiére souche, d’une tuberculose naturelle de la poule et 
fut soumise pareillement a l’action de la bile. 

Les poules inoculées, par voie veineuse, avec 1/1.000.000 4 1/1.000 
de milligramme dela souche passée pendant quatre années sur 
pomme de terre biliée, ne montrent aucune lésion suspecte lorsqu’on 
les sacrifie plusieurs mois aprés. Par contre, les animaux témoins 
inoculés avec la souche glycérinée, dans les mémes conditions, meurent 
tous de tuberculose généralisée dans les délais habituels. 

Quelques mois aprés, de nouveaux passages sur milieu bilié ayant été 
effectués, on inocule de nouveau des poules avec 1/10 4 10 milligrammes 
de germes ; les résultats montrent que cette souche est en réalité 
moins atténuée que la premiére que nous avons étudiée. Bien que les 
délais de tuberculisation soient beaucoup plus longs qu’avec la souche 
glycérinée correspondante, tous les animaux finirent par mourir avec 
des lésions tuberculeuses plus sévéres que celles constatées avec notre 
premiere souche biliée. 


Il ressort de ces expériences que la bile atténue effective- 
ment la virulence des souches de bacilles tuberculeux aviaires, 
trés pathogénes a lorigine. Cette action est variable suivant 
la souche étudiée. L’atténuation est assez lente, puisqu’au bout 
de cing années de passages successifs sur milieu bilié, on n’a 


pas abouti A une perte de virulence totale. 


DISSOCIATION DU BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE. 

Dans notre mémoire antérieur consacré a l'étude de la disso- 
ciation du bacille aviaire, nous avions donné un résumé de 
ia bibliographie sur la variabilité microbienne en géncral et 
celle du bacille de Koch et ses variantes dissociées en particu- 
lier. Nous n’avons donc pas a y revenir icl. 
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L’ensemble de nos constatations s’opposant sur divers points. 
& celles de Petroff et ses collaborateurs, nous ne rappellerons 
leurs expériences que dans la mesure ot elles s’accordent avec 
les notres, et ne signalerons que les faits nouveaux n’ayant 
pas encore été relevés dans nos recherches précédentes. 

Winn et Petroff [25] se sont servis, pour leur travail fonda- 
mental, d’une vieille souche aviaire, entretenue depuis plus 
de vingt ans (A 4), pour dissocier les trois variantes 8, R, et 
Ch. De méme Morton C. Kahn et Schwarkoff [26] ont employé 
des souches déja dissociées en variété R pour obtenir la réver- 
sibilité en variété S qui représente le type initial normal du 
bacille aviaire. 

C’est donc sur des souches aviaires récemment isolées qu'il 
importait de vérifier la dissociation. S’opére-t-elle in vilro 
sans aucun artifice de laboratoire, suivant un mécanisme 
identique & celui des souches bovines, qui, au départ, sont 
également constituées par des colonies S comme Vont montré 
Jensen et Fridmodt-Méller [27] >) Cette recherche s’imposait 
d’autant plus que nuile variété plus que le bacille aviaire ne 
présente, lors de lVisolement, des caractéres de culture plus 
proches de ceux décrits pour les variantes S d’autres espéces 
microbiennes. En effet, les colonies du bacille aviaire, sur les 
milieux solides, présentant un aspect gras, lisse, uni, humide, 
brillant, de consistance glaireuse, donnent une suspension 
homogéne quand elles sont émulsionnées en eau physiologique 
comme les variantes S du groupe coli-typhique d’ Arkwright. 

D’autre part, ces recherches, entreprises sur des milieux 
électifs, devaient nous permettre de vérifier si les conclusions 
relatives 4 la dissociation des vieilles souches aviaires et aux 
propriétés pathogénes respectives de leurs variantes, pou- 
vaient s’appliquer aux cultures aviaires récemment isolées. 

En nous servant de 15 souches de cultures primaires de 
bacilles aviaires, sur milieu & l’ceuf [28], dont Vorigine et le 
mode d’isolement ont été indiqués plus haut, nous avons depuis 
1934 conduit l’expérience comme suit 

Pour observer la marche de la dissociation, chaque souche 
venant d’étre isolée fut repiquée sur milieu a l’coeut, sur pomme 
de terre glycérinée et dans le milieu liquide de Sauton. 
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MILIEU A L’oeur. — Les réensemencements sur milieu de 
Loewenstein ont été répartis de la manidre suivante : une pre- 
miére série, laissée vingt jours a l’étuve, est ensuite placée 
& lobscurité et 4 la température du laboratoire. Une deuxidme 
série est divisée en deux parties : l’une est laissée intacte a 
l"étuve pendant de longs mois, l’autre sert A effectuer des 
ensemencements consécutifs, sur ce méme milieu, tous les 
vingt jours. 

Sur les milieux laissés 4 la température du laboratoire (25° 
a 32°, température d’été), on voit apparattre, plusieurs mois 
aprés, irréguliérement, juxtaposées ou contigués aux colonies 
primaires, des colonies secondaires faisant saillie mais ayant 
le méme aspect lisse que celles dont elles sont issues. 

En ce qui concerne les cultures ayant subi vingt passages 
successifs 4 ]’étuve, on ne put, surprendre ni l’apparition de 
nouveaux types de colonies, ni d’autres modifications en 
dehors d’une exubérance croissante de la culture 4 mesure 
qu’elle s’adaptait au milieu. I] en fut de méme pour les tubes 
laissés a l’étuve pendant un délai de cing a sept mois et plus, 
sans autre but que celui de l’observation. 

En résumé, nous n’avons jamais observé sur les milieux a 
l’ceuf, dans quelque condition qu’on les ait mis, |’apparition 
de colonies d’aspect différent de celles ensemencées. Aussi 
dés le commencement de nos recherches, avions-nous considéré 
le milieu a l’ceuf comme celui qui conserve le mieux les carac- 
téres morphologiques de l’espéce, et depuis lors nous nous 
en sommes servis pour maintenir la variété S du bacille aviaire 
sous son aspect initial. 

A cet égard, les cultures de bacilles aviaires récemment 
isolées se comportent, dans le milieu 4 |’@uf, autrement que 
celles de bacilles bovins. En effet, si, a l’exemple de Jensen 
et Fridmodt-Méller, on laisse séjourner & l’étuve, pendant des 
mois, des cultures primaires d’origine bovine, qui ont au 
départ le méme aspect S que les souches aviaires, ont observé, 
pour certaines souches bovines, 4 cété des colonies lisses appa- 
rues tout d’abord, la formation de colonies rugueuses 4 contours 
irréguliers, identiques a celles du bacille humain. Ces colonies 
R, qui se sont développées dans de vieux milieux desséchés, 
reportées sur pomme de terre elycérinée, donnent des cultures 
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d’aspect rugueux dont le développement complet s’elfectue en 
vingt & vingt-cing jours. 

Sur 23 souches bovines lisses et dysgoniques que nous avons 
isolées en partant d’organes de boeuf tuberculeux, nous avons 
observé cing fois, dans les cultures primaires, sur milieu a 
loeuf, l’apparition de colonies rugueuses qui donnérent par 
repiquage sur milieu a I’ceuf et sur pomme de terre glycérinée, 
des cultures rugueuses et eugoniques. II faut donc admettre que 
le milieu 4 l’ceuf qui s’avére tout a fait inopérant pour la disso- 
ciation des souches aviaires permet assez souvent celle des 
souches bovines. 

Ces faits, qui opposent a l’absolue constance de la forme 
lisse du bacille aviaire lors des isolements, la possibilité de 
croissance rugueuse et eugonique du bacille bovin méme dans 
les tubes de culture primaire, doivent faire considérer le 
bacille aviaire comme l’espéce la plus différenciée du genre 
Mycobacterium, beaucoup plus différenciée que ne le sont 
entre eux les bacilles bovin et humain. 

D’ailleurs, il est surprenant de constater que les quelques 
souches aviaires atypiques faisant exception a cette régle, men- 
tionnées par de rares auteurs comme s étant développées sous 
la forme de culture R, identiques a celles des mammiléres, 
étaient de vieilles souches de laboratoire ou avaient été isolées 
d’animaux autres que la poule. Tel est le cas de 2 souches 
sur 14 étudiées par Weber et Bofinger en 1924, dont l’une 
provenait de l'Institut Robert Koch de Berlin ot elle était 
entretenue depuis de longues années, et l’autre d’une ostéo- 
arthrite d’un lapin. Il en est de méme des souches isolées par 
L. Rabinowitsch d’un oiseau sauvage en captivité, par East- 
wood et Griffith [29] en 1914 d’un pore et par Griffith [30] 
en 1925 d’un mouton. 


PoMME DE TERRE. — Tout autres sont les faits observés quand 
on emploie comme milieu de culture la pomme de terre gly- 
cérinée qui est, comme nous l’avons démontré en 1938 [84], 
celui qui favorise le mieux la dissociation du bacille aviaire 
en variété R. 

Comme précédemment, un certain nombre de tubes de 
pomme de terre glycérinée, ensemencés avec une culture pri- 
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maire sur milieu & l’ceuf, sont conservés, aprés un séjour de 
vingt jours 4 l’étuve, a la température du laboratoire, & l’obs- 
curité. 

Un deuxiéme lot servit a effectuer des passages successifs & 
l’étuve ; enfin, un troisidme lot fut gardé intact, pendant de 
longs mois, & |’étuve, aux fins d’observation. 

En ce qui concerne les cultures du premier lot, maintenues 
& la température du laboratoire, les observations sont les 
mémes que celles faites sur milieu A l’ceuf, c’est-d-dire que 
les colonies secondaires, lorsqu’elles existent, ont le méme 
aspect lisse que les colonies-méres sur lesquelles elles font 
saillie ; le bouillon ne présente aucun voile en surface ; au 
fond du tube se collecte un fin dépét qui par agitation trouble 
uniformément le milieu. 

En général, trés différents ont été les résultats donnés par 
les tubes ayant séjourné a |’étuve, soit qu’ils aient été main- 
tenus tels quels, soit qu’ils aient servi 4 effectuer des passages 
en série. 

Notons tout d’abord que font exception aux faits que nous 
allons décrire 3 souches sur les 15 étudiées ; ces trois souches 
ont conservé, pendant dix-huit mois, indépendamment du 
mode d’existence qu’on leur a imposé, l’aspect en nappe, 
lisse, brillant et humide, sans voile sur le bouillon, qu’elles 
avaient primitivement. 

Les 12 autres souches, au fur et & mesure des passages, per- 
dirent progressivement leur aspect en nappe ; la culture com- 
mence par se plisser et devenir cérébroide tout en restant lisse 
et grasse (planche IV, figure II). Cette modification coincide 
avec l’apparition sur le bouillon d’un voile mince et lisse, 
adhérent aux parois du tube méme si on lui imprime quelques 
mouvements de rotation. Parfois, sur les circonvolutions dont 
nous avons parlé, apparaissent des colonies secondaires R, 
siches, rugueuses, mamelonnées, a bords irréguliers et contour- 
nés. En méme temps, le voile présente des ilots de grosses 
colonies R séches et poudrées. 

Si, & ce moment, on repique séparément ces colonies R sur 
pomme de terre glycérinée, on obtient des cultures pures, 
rugueuses, de méme aspect que celles de bacilles humains. 

On peut aussi arriver 4 la dissociation des colonies S en R 


Annales de VInslitut Pasteur, t. 61, n° 6, 1938. 45 


684 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


du bacille aviaire en laissant vieillir pendant des mois des 
cultures sur pomme de terre glycérinée a 1|’étuve. 

Ordinairement, ces modifications ont lieu surtout sur les 
tubes ayant déja subi quelques passages sur ce milieu (44 a 45 
passages) plutét que sur les tubes de cultures primaires ov 
Vapparition de colonies R est rare. Dans ces conditions, assez 
souvent, on voit apparaitre, sans que nous en connaissions le 
déterminisme, se détachant nettement, sur la culture en nappe, 
une ou plusieurs colonies secondaires rugueuses, séches, a 
bords irréguliers, se développant rapidement (planche IV, 
figure III). Simultanément se développe un voile plissé, sec, 
rugueux, qui, par agitation, ne donne plus de suspension homo- 
géne mais des grumeaux. 

Comme précédemment, ces colonies R, reportées sur pomme 
de terre glycérinée, fournissent des cultures rugueuses, luxu- 
riantes, identiques a celles de bacilles humains. 

Mitieu pe Sauron. — La culture des souches aviaires récem- 
ment isolées dans le milieu liquide synthétique de Sauton, 
ajusté a un pH de 7,2, donne un développement en profondeur 
qui se manifeste par un trouble du milieu, pendant les deux 
premicres semaines d'étuve. Dans la suite, le liquide se clari- 
fie et la culture se dépose en flocons. Ce moment coincide 
avec l’apparition d’un voile mince et lisse en surface. Un voile 
identique se reforme en quelques jours si on fait tomber le 
précédent au fond du vase, par agitation. On peut obtenir 
facilement la dissociation dans ce milieu liquide 4 condition 
de laisser les ballons pendant plusieurs mois 4 l’étuve, en 
moyenne trois. On observe alors que le voile, lisse dans l’en- 
semble, présente quelques zones d’aspect sec et rugueux, 
formant de véritables stalactites de colonies R en profondeur. 
Si on agite, le liquide ne se trouble plus. Le dépét se trouve 
alors formé de deux couches distinctes, l'une inférieure est 
constituée par une masse compacte qui correspond au premier 
développement S de la culture. La couche supérieure est com- 
posée par des particules beaucoup plus grosses qui représentent 
en partie les colonies R que nous avons constatées dans le 
voile. Les zones R du voile, reportées sur pomme de terre 
glycérinée, donnent en deux semaines d’étuve une culture 
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rugueuse, d’aspect R typique, avec un voile ridé et sec sur 
le bouillon. 

Des constatations précédentes, il résulte que le milieu a 
l’ceuf est le plus favorable pour la conservation de la variante op 
et la pomme de terre glycérinée pour la variante R. C’est 
done sur ces deux milieux que nous entretenons les variantes 
S et R de chaque souche aviaire. Ces milieux ont Vavantage 


de maintenir inchangés les caractéres culturaux initiaux maleré 
les repiquages successifs. 


CARACTERES ET PROPRIETES PATHOGENES DES VARIANTES S ET R 
RECEMMENT ISOLEES. 


En faisant des dilutions de culture R aviaires récemment 
ddissociées et en les ensemencant sur milieu de Loewenstein, 
on nobtien, la plupart du temps, lors des premiers passages, 
que des colonies S$ et on n’observe qu’exceptionnellement de 
rares colonies R. Mais ces colonies, d’aspect lisse et gras, ne 
se différenciant en rien des cultures 3S aviaires apparues sur 
milieu a l’ceuf au moment de l’isolement, donnent & nouveau 
des cultures d’aspect. R lorsqu’on les reporte sur pomme de 
terre. Plus encore, pour quelques-unes de ces cultures R sur 
pomme de terre glycérinée, surtout lorsqu’on ne les repique 
pas précocement, il nous est arrivé de remarquer, entre les 
circonvolutions rugueuses de la culture, l’apparition de quel- 
ques colonies de formation secondaire parfaitement rondes, 
lisses et blanches, parfois de si faibles dimensions qu’elles ne 
sont visibles qu’aé la loupe (4). 

Il restait a savoir si la différence d’aspect morphologique 
des variantes S et R s’accompagnait d’une différence dans le 
pouvoir pathogéne. 

Nous avons effectué cette recherche sur la poule, en nous 
servant de cultures R et S pures, de méme Age sur pomme de 


(4) Deux fois, nous avons eu l’occasion d’observer que cette transfor- 
mation s’est poursuivie encore plus loin ; ]’ensemble tout entier formé 
par la culture R, rugueux et sec, se nivelle, devient gras et lisse, comme 
si les colonies R subissaient une sorte de lyse ; finalement, on observe 
une culture parfaitement unie et brillante, formée de petits démes par- 
faitement ronds, comme les colonies S du bacille aviaire. 
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terre glycérinée. A titre d’exemples, nous donnons dans le 
tableau V les résultats que nous avons obtenus avec 4 des 
souches étudiées. 

Il semble que la variété R détermine chez la poule une 
hypertrophie moins marquée des organes que la variété S 
et que le nombre de bacilles soit également moins important 
sur les frottis. Mais en fait, compte tenu des variations inhé- 
rentes a toute expérience biologique, on peut dire qu’aucune 
différence appréciable ne fut observée dans la virulence des 
variantes R et S récemment isolées. 

Stamatin et Tomescu [32] en étudiant la variété S compara- 
tivement a la variété R de 5 souches, l’ont trouvée d’une viru- 


Sf 


lence supérieure, égale ou méme inférieure & cette derniére. 


EVOLUTION DES VARIANTES S ET R DES SOUCHES AVIAIRES 
im vitro ET in vivo. 


Nous venons d’exposer comment, en se servant de la pomme 
de terre glycéringée ou du milieu liquide de Sauton, il est 
facile pour la plupart des souches, trés difficile ou impossible 
pour d’autres, de transformer la variété 8 initiale en variété R 
correspondante. Nous avons réussi 12 fois sur 15 cette trans- 
formation ; dans 3 cas, tous nos essais de dissociation ont 
échoué. 

En ce gui concerne les cultures R récemment dissociées, 
elles sont instables et donnent des réusltats variables. In vitro, 
elles conservent leur aspect sur pomme de terre glycérinée a 
condition d’effectuer des repiquages précoces. Mais nous avons 
vu que si, a l’occasion des premiers repiquages, on pratique 
des dilutions qu’on ensemence sur milieu @ l’ceuf, on obtient 
en général des colonies uniquement S qui, reportées sur pomme 
de terre, redonnent d’emblée une culture R ; rarement, on 
constate sur milieu a l’ceuf parmi de nombreuses colonies 5, 
certaines colonies d’aspect R. 

In vivo, il existe un parallélisme étroit entre les résultats 
variables observés in vitro. Parfois, les colonies R inoculées, 
lors des premiers passages, a la poule ou au lapin ne donnent 
ensuite, par ensemencement des organes, que des colonies S sur 
pomme de terre glycérinée comme sur milieu 4 I’ceuf. Mais le 
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plus souvent elles fournissent des cultures d’aspect 8, sur miliew 
& l’ceuf mais d’aspect R sur pomme de terre ; rarement on 
peut constater sur ce dernier milieu un mélange de colonies 
lisses et rugueuses. Dans cette période instable, les cultures 
R et S jouissent, comme nous l’avons vu, d’un méme effet 
pathogéne et il est trés facile, par divers artifices de labora- 
toire in vivo ou in vitro, de mettre en évidence leur réversi- 
bilité. Des photographies illustrent ces exemples (planche V, 
figure IV). 

Mais, sans que jusqu’éA présent nous puissions connaitre le 
déterminisme d’un tel phénoméne, en effectuant sur pomme 
de terre glycérinée des passages répétés de certaines de ces 
cultures R instables, il arrive qu’elles finissent par donner 
des cultures pures R ; cet aspect se conserve et sur milieu a 
loeuf et sur pomme de terre ; & ce stade, correspond une 
stabilisation compléte de cette forme R, tant in, vivo qu’in 
vilro, puisque lensemencement des organes d’animaux ino- 
culés ne fournit que des cultures pures R, de méme aspect 
que les cultures des bacilles des mammiféres (planche V, 
figure V). La pigmentation plus ou moins intense des premiéres 
serait l’unique différence d’avec les souches des mammiféres. Ce 
type de colonies que nous appellerons R stable, irréversible 
puisqu il devient impossible de revenir 4 la forme § primitive, 
est trés difficile & obtenir en partant de cultures récemment iso- 
lées. Dans nos recherches en cours, nous ne |’avons observé que 
trois fois sur une trentaine de souches étudiées. A notre connais- 
sance, de toutes les souches de laboratoire, la seule qui présente 
de tels caractéres est une souche aviaire « Boquet », de viru- 
lence dégradée par des passages successifs sur pomme de terre 
biliée. Sans vouloir tirer de conclusion générale, il nous parait 
intéressant de signaler que pour l’une de ces souches R stables, 
il y a eu perte compléte de la virulence. 

La variété S de cette souche, étudiée depuis 1934 [83], 
inoculée par voie intraveineuse 4 la poule et au lapin, tue 
ces animaux aux doses de 4 a 1/10.000.000 de milligramme 
en dix-huit 4 cent quarante jours, avec les syndromes d’infec- 
tion tuberculeuse aigué, subaigué ou chronique décrits précé- 
demment. 


Les colonies S de la culture originale, sur milieu de Loewen- 
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stein, conservées a la température du laboratoire, ont été 
reportées sur pomme de terre glycérinée, au bout de deux, 
trois et quatre années. Ces différentes sous-cultures présen- 
taient le méme aspect et la méme virulence que la culture § 
originale. 

Par contre, la variété R, obtenue par repiquage de colonies R 
Secondaires apparues 4 la surface d’une culture d’aspect S 
typique (16° passage sur pomme de terre glycérinée), s’est 
avérée, dés les premiers passages sur pomme de terre glycéri- 
née, moins virulente que la variété S correspondante (5). Au 
24° passage, c’est-a-dire deux ans aprés l’isolement, elle ne tuait 
plus la poule qu’aux doses de 1 4 10 milligrammes, en quatre 
& six mois. Au bout de quatre années, au fur et & mesure des 
passages in vitro, cette variété R était devenue tout a fait 
avirulente, pour les animaux sensibles. Pour écarter toute 
cause d’erreur, nous avons isolé d'un 44° passage sur pomme 
de terre de la variété S originale, une deuxiéme culture d’as- 
pect rugueux que nous dénommerons R?’, et qui, comme celle 
obtenue trois années auparavant, s’est montrée moins viru- 
lente que la variété S correspondante. En effet, la variété §S, 
inoculée a 8 poules, a déterminé la mort de ces animaux, aux 
doses de 10 milligrammes & 1/10.000, entre dix-huit et soixante 
jours, c’est-a-dire dans des délais sensiblement normaux. Par 
contre, sur 12 poules, qui avaient recu, dans les mémes condi- 
tions, la variété R? et qui moururent spontanément ou furent 
sacrifiées dans un délai de un 4 cing mois, 5 étaient indemnes 
(1/40 & 1/100 de milligramme), et les 7 derniéres présentaient 
des lésions discrétes de tuberculose. 

Parallélement, on observait que les organes des animaux 
inoculés avec la variété R primitive donnaient par culture 
tout d’abord un mélange de colonies R et S sur milieu de 
Loewenstein. Mais l’ensemencement des organes d’animaux 
inoculés avec la variété R ayant passé 41 fois sur pomme de 
terre glycérinée, ne fournit pour ainsi dire qu’une culture 
exclusivement R ; en effet, sur 24 tubes ensemencés dans une 
expérience, et parmi des centaines de colonies R, on put seule- 
ment en compter deux d’aspect 8. 


(5) Ces résultats ont été confirmés avec la méme souche aviaire par 
Bruno Besta [34], A l'Institut Robert Koch. 
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Au 52° passage, la variété R est tout a fait avirulente pour 
les animaux sensibles. En Vinoculant & 2 poules, 2 lapins et 
2 cobayes et en sacrifiant, entre trente-trois et quatre-vingts 
jours, tous ces animaux, leur rate prélevée aseptiquement et 
ensemencée ne permit d’obtenir que des colonies R pures sur 
un ensemble de 14 tubes de milieu de Loewenstein 

Pour s‘assurer de la stabilité de la variété R, on effectua a 
cette époque les ensemencements suivants 

Une culture de la variété R 52, isolée d'une pouwle de l’expérience 
précédente, sert A faire des dilutions en eau physiologique de concen- 
tration décroissante jusqu’& 1/10.000.000 de milligramme par centi- 
métre cube. Certaines de ces émulsions micrebiennes furent ensuite 
ensemencées séparément sur des tubes de Loewenstein et donnérent 
au total : la dilution 4 1/10.000, sur 4 tubes, 67 colonies (0 c. c. 25 par 
tube); la dilution & 1/1.000.000, sur 20 tubes, 21 colonies (I goutte par 


tube); la dilution & 1/10.000.000, sur 10 tubes, 4 colonies (I gouttes 
par tube); il est 4 remarquer que toutes ces colonies étaient d’aspect R 
typique. Ce résultat fut confirmé dans la suite par d’autres expériences. 


En résumé, on a pu constater pour cette souche, au fur et 
A mesure des passages sur pomme de terre glycérinée, que la 
variété R perdait progressivement toute virulence pour les ani- 
maux sensibles en méme temps qu'elle se stabilisait : autre- 
ment dit, & partir de la variété R, et méme aprés passages 
in vivo ou m vitro, il devenait impossible de revenir & la 
forme § primitive. Et par inoculation chez les animaux, la 
variété R de la souche étudiée se montrait, au 52° passage 
sur pomme de terre, d'une innocuité totale et d’une stabilité 
parfaite tant in vivo qu’in vitro. 

Mais on n’observe pas pour toutes les souches aviaires que 
la variété R arrivée a stabilisation perde sa virulence, ou 
qu’elle différe en virulence de la variété S. Pour 2 autres 
souches stabilisées, nous avons en effet constaté, pour lune 
d’entre elles, une conservation de la virulence de la variété R 
qui était égale a celle de la variété S ; pour l'autre, une perte 
de virulence égale pour les variétés R et S. 

Mais & cdté des variétés R stables, il existe également des 
cultures S stables ; ainsi les trois souches mentionnées plus 
haut, que nous entretenons depuis plusieurs années sur 
de terre glycérinée, indépendamment des conditions 
tence auxquelles elles furent soumises, soit in vitro, 


pomme 
d’exis- 
soit in 
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viwo, ont toujours conservé l’aspect initial S. Inoculées A doses 
convenables 4 la poule, ces cultures reproduisent la maladie 
naturelle, montrant une virulence normale. Par culture des 
organes de cet animal, on n’obtient que des colonies S. 

Et cependant, la virulence de la variété S stable ne reste pas 
toujours invariable, méme si ses caractéres de culture demeu- 
rent inchangés. La diminution et méme la perte de virulence 
peut s’opérer tout aussi bien pour cette variété S stable que 
pour la variété R. Voici le résumé des expériences qui le prou- 
vent 


Notre premiére souche aviaire [385] avait été isolée directement, il y 
a six années, de la moelle osseuse d’un cas de tuberculose naturelle 
de la poule, selon la technique de « myéloculture » que nous avons 
décrite. 

Lors de son isolement sur 4 tubes de milieu a l’ceuf, cette souche 
(poule 2) se présentait sous l’aspect d’une culture lisse, crémeuse, 
humide, de couleur blanc nacré, aspect caractéristique des souches 
aviaires. L’étude de sa virulence, au moment de son isolement en 1931, 
montrait que, inoculée par voie intraveineuse jusqu’aux doses de 1 mil- 
ligramme 4 1/10.000.000 de milligramme, elle tuait la poule et le lapin 
en dix-huit 4 cent quarante jours ; les animaux ainsi inoculés présen- 
taient les formes anatomo-cliniques de l’infection tuberculeuse aviaire 
aigué, subaigué ou chronique. 

Les colonies S de la culture primaire de cette souche sur milieu de 
Loewenstein furent reportées sur pomme de terre glycérinée. Depuis 
lors, pendant quatre années successivement, nous avons repiqué 
cette souche 44 fois sur ce méme milieu. Or, malgré ces passages répé- 
tés, elle conservait sur pomme de terre l’aspect lisse initial. C’est 
dire que la souche que nous étudions était bien constituée par la 
variante S a l’état de pureté, puisqu’elle présentait le méme aspect 
lisse, aussi bien sur milieu a l’ceuf que sur pomme de terre. 

Le 21 mai 1987, alors que cette souche (poule 2), avait subi quatre 
années de passages sur pomme de terre glycérinée, conmservant ses 
caractéres S lisses primitifs, on procéda 4 un nouveau titrage de la 
virulence. On inocula 4 4 poules, par voie intraveineuse, respective- 
ment les doses de 1/100, 1/1.000, 1/10.000 et 1/100.000 de milligramme. 

Aucune ne mourut spontanément. Sacrifiés cinq mois aprés ]’inocu- 
lation, 8 animaux sur 4 se montrérent indemnes de toute lésion sus- 
pecte de tuberculose. Seule la poule inoculée avec 1/100 de milligramme 
présenta des lésions et encore n’avait-elle qu’une rate légerement 
hypertrophiée, mais parsemée de nodules blanc nacré caractéristiques 
de la tuberculose aviaire. I] semble bien que la raison apparente de 
Ja diminution de virulence de la souche en cause doive étre recherchée 
dans les passages successifs sur pomme de terre glycérinée, car la 
culture primaire sur milieu a l’ceuf, conservée a la température du 
laboratoire et inoculée au bout de quatre années, apres repiquage 
préalable, possédait pour la poule, aux doses de 1/1.000 et 1/100.000 de 
milligramme a peu prés la méme virulence que lors de l’isolement. 
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La deuxiéme souche, qui se présente comme la précédeite sous ur 
aspect lisse dans les différents milieux de culture, avait été isolée d’une 
poule tuberculeuse il y a six ans.» Une année aprés, elle tuberculisait 
Ja poule en cent vingt jours, 4 la dose de 1/1.000.000 de- milligramme. 
Un nouveau titrage de sa virulence effectué il y a quelques mois, alors 
que la souche conservait son aspect lisse S typique, malgré ses 36 pas- 
sages sur pomme de terre glycérinée pratiqués au cours de cing années, 
montra qu’elle ne tuait la poule qu’’ la dose massive de 1/10 de milli- 
gramme. La mort survenait en cinquante a soixante jours avec des 
lésions nodulaires tuberculeuses typiques sur le foie et la rate. 

Ces résultats d’ailleurs ne sont pas pour nous surprendre. En effet, 
ils sont superposables &4 ceux que nous montra |’étude de la virulence 
des deux souches aviaires désignées sous le nom de Poule 1 et Dinde 2, 
employées dans nos laboratoires pour la préparation de la tubercu- 
line aviaire. Ces deux souches entretenues depuis plus de vingt ans, 
conservent l’aspect typique S, sur milieu 4 l’ceuf ect sur pomme de 
terre glycérinée. Inoculées 4 la poule par voie veineuse et a la dose 
massive de 1/10 a 1 milligramme, elles se montrent tout a fait inoffen- 
sives ; les animaux ainsi inoculés, sacrifiés quatre mois aprés, furent 
trouvés indemnes. 


Ces expériences démontrent donc que des souches aviaires, 
composées exclusivement de la variante S, stables pendant 
plusieurs années et au cours de trés nombreux passages in 
vitro, n’en perdent pas moins leur virulence. Pour l'une des 
souches étudiées, la raison de ia diminution de virulence 
semble avoir été les passages, pendant plusieurs années, sur 
pomme de terre glycérinée. 

L’importance de ces recherches réside dans le fait qu’elles 
indiquent, avec toute la netteté désirable, tout d’abord que la 
perte de virulence des souches aviaires peut indistinctement 
survenir chez les deux variantes R et S stabilisées, et ensuite 


qu'il n’y a pas de relation entre l’aspect de la culture et la 
virulence de la souche. 


EXISTE-T-IL UNE VARIETE CHROMOGENE CH. DANS LES SOUCHES 
DE BACILLES AVIAIRES ? 


Continuant cet exposé, il nous faut dire que parmi les 
souches aviaires étudiées, 2 (n°* 13 et 414), qui provenaient 
d'une tuberculose cliniquement identique a celle toujours 
constatée chez la poule, se, présentérent sur milieu a l’ceuf 
d’emblée et an toto comme formées de colonies ayant morpho- 
logiquement tous les caractéres des aviaires sauf qu’elles. 


BACILLE TUBERCULEUX AVIAIRE 693: 


étaient fortement pigmentées [36]. Cette pigmentation intense, 
trés différente de celle que montrent parfois les colonies de 
bacilles humains, est jaune citron. Elle attire de suite latten- 
tion car, étant donné la couleur verte du milieu de culture, elle 
contraste nettement avec l’aspect blanc-nacré qu’on est habitué 
a renconrer lorsqu’il s’agit d’isolement de bacilles aviaires. 

Winn et Petroff ont été les premiers & décrire ces colonies. 
pigmentées dans les souches aviaires ; ils avaient observé 
Vapparition de cette coloration en exposant des colonies S 
non pigmentées 4 une haute température. Selon eux, cette 
pigmentation qui serait uniquement portée par les colonies §, 
constituerait une variété autonome Ch. qui se différencierait 
radicalement des colonies S en ce qu’elle est avirulente pour 
la poule. 

En ce qui nous concerne, nous avons obtenu cette variété Ch 
dans les trois circonstances suivantes 

Tout d’abord, d’emblée dans des cultures primaires, toutes. 
les colonies se trouvérent pigmentées comme celles que nous 
venons d’indiquer précédemment. 

Ensuite, en partant de fragments d’organes, nous avons pu 
observer parfois, sur milieu a ]’ceuf, qu’a cété d’innombrables 
colonies S blanc nacré se trouvait un nombre de colonies pig- 
mentées beaucoup plus restreint. D’autres fois, ce sont des 
cultures qui s’étaient développées uniquement sous la forme 
de colonies blanc nacré et qui, une fois retirées de l’étuve, 
présentérent au bout d’un certain temps quelques colonies qui 
se distinguaient par leur pigmentation. Nous ne pouvons dire 
s'il s’agissait de colonies venant d’apparaitre ou de colonies 
préexistantes qui se seraient colorées. 

Enfin, nous avons observé la pigmentation totale de toute la 
culture en maintenant A la température du laboratoire des 
cultures sur milieu a l’ceuf qui s’étaient développées a |’étuve 
sous la forme de colonies uniquement blanc nacré. Cette pig- 
mentation qui va du jaune citron a l’ocre jaune, dépend de la 
souche employée, du milieu de culture (le milieu 4 ]’ceuf est 
plus favorable au développement de la pigmentation que la 
pomme de terre glycérinée) et surtout de la température de 
conservation des souches, et de la lumiére A laquelle elles sont 


exposées. 
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Cette pigmentation, qui se maintient a la température du 
laboratoire, se perd au fur et & mesure des passages effectués 
& l’étuve, sur divers milieux, et particulitrement sur pomme 
de terre glycérinée. Mais, contrairement aux observations de 
Petroff, cette pigmentation peut porter indistinctement sur 
la variété S ou la variété R du bacille aviaire. A titre d’exemple 
de ce que nous affirmons, nous pouvons indiquer que les deux 
souches lisses et pigmentées dont il est question plus haut, se 
sont translormées assez facilement, par passages successils 
sur pomme de terre glycérinée, en variété R correspondante; 
or, lors des premiers passages, cette variété R s’était montrée 
aussi pigmentée que la variété S dont elle était issue. Cette 
pigmentation, qui s’était parfaitement conservée au cours des 
premiers repiquages a |’étuve a 37°, disparut progressivement 
dans la suite. 

Des cultures sur divers milieux de 6 souches aviaires 
pigmentées sont représentées figure 4; l’intensité de la pigmen- 
tation, variable suivant le milieu, porte aussi bien sur les 
colonies 5 que sur la variété R stabilisée ou non de ces souches. 

En ce qui concerne la nature de ce pigment, l’unique chose 
que nous pouvons dire est que sa nature semble différente de 
celle des lipochromes. En effet, les corps microbiens pigmentés, 
soumis a l’action de !’alcool, |’éther et l’acétone, ne laissent 
diffuser aucun pigment dans ces liquides. 

Nos constatations sur la virulence de la variété Ch. sont en 
compléte opposition avec celles de Petroff. Nous avons titré 
la virulence des deux souches dont il a été question plus haut, 
sur la poule et le lapin, par voie veineuse, en nous servant de 
cultures pures sur pomme de terre glycérinée des variantes S 
et R fortement pigmentées. 

Voici quels furent les résultats 

La souche aviaire 13 fut inoculée, & des doses allant de 1/100 a 
1/100.000 de milligramme, a 6 poules, dont 3 avec la variante § et 3 avec 
la variante R. Toutes sontymortes de tuberculose, entre un et cing 
mois. A l’autopsie, le foie et la rate, plus ou moins hypertrophiés, 
étaient criblés de nodules blanc-nacré, lésions qui caractérisent ]’infec- 
tion subaigué ou chronique de la tuberculose aviaire; il a été impossible 
de constater des différences appréciables dans la virulence des deux 
variétés S et R ainsi éprouvées. 

6 lapins, ayant recu de 1/100 4 1/10.000 de milligramme, soit de 
la variéié S, soit de la variété R sont tous morts entre trente et quatre- 
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vingt-dix-sept jours ; tous présentérent les signes d’une tuberculose_ 
miliaire. Aucune diffrence notable ne fut constatée au point de yue 
virulence, que les animaux aient été inoculés avec l’une ou l’autre des 
variantes. 

La virulence des variétés R et S pigmentées de la souche 14 fut de 
méme ¢étudiée, & des doses allant de 1/100 a 1/100.000 de milligraimme 
chez la poule et le lapin. Les résultats obtenus ont été superposables a 
ceux donnés par la souche 13. 

En effet, 3 poules et 3 lapins inoculés avec la variante S et le méme 
nombre d’animaux inoculés avec la variété R de la souche 14, sont tous 
morts de tuberculose dans des délais pJus ou moins courts en rapport 
avec la dose employée. Ainsi, aucune différence ne put élre mise en 
évidence dans la virulence des variantes étudiées. 


ll ressort de l'ensemble de nos constatations qu'il peut appa- 
raitre sur les colonies S ou R, stabilisées ou non, du bacille 
aviaire, un pigment dont l’intensité dépend de la souche, du 
milieu de culture et de la température d’incubation. La nature 
de ce pigment semble étre différente de celle des lipochromes. 
Cette pigmentation disparait au fur et & mesure des passages 
successifs sur pomme de terre glycérinée, & I’étuve. La pré- 
sence de ce pigment ne modifie en rien la virulence et les 
caractéres morphologiques des souches qui le portent. 

Pour toutes ces raisons, nous considérons que |l’apparition 
du pigment, soumise a des contingences variables et a déter- 
minisme encore obscur, ne suffit pas & poser le probléme d'une 
variété autonome nouvelle du bacille aviaire. 


({OMMENT DISTINGUER DES BACILLES AVIATRES AVIRULENTS, SE 
PRESENTANT SOUS LES VARIETES S ET R STABILISEES, D'AUTRES 
BACILLES TUBERCULEUX ATTENUES SE PRESENTANT SOUS LE MEME 
ASPECT. 


Nous avons démontré qu'il peut exister des souches de 
bacilles aviaires, parfaitement stabilisées sous la forme 5 ou R, 
qui sont tout & fait avirulentes pour la poule. Comme d'autres 
bacilles tuberculeux atténués peuvent se présenter sous le 
méme aspect, lidentification d’une souche donnée atténuée 
peut offrir de réelles difficultés au bactériologiste. 

Différents caractéres permettent cependant ce diagnostic, 
qui se pose surtout entre les bacilles aviaires avirulents, les 
bacilles isolés du cobaye neuf [37] d’aspect S, et certains 
bacilles atténués des mammiféres d’aspect R tels que le BCG. 
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1° La MorpHoLociz. — Cultivés sur des milieux pauvres 
comme la gélose glycérinée ou conservés pendant de longs 
mois a la température du laboratoire, seuls les bacilles aviaires 
montrent, quelle que soit la variété en cause, un pléomor- 
phisme et un polymorphisme accentués, avec formes rami- 
fiées ou renflées en massue aux extrémités. Jamais les bacilles 
des mammiléres ou les bacilles issus du cobaye neuf ne nous 
ont, dans les mémes conditions, montré de pareils aspects. 


2° La picMENTATION. — Ici, la différence réside & la fois dans 
lintensité et dans Ja nature chimique du pigment. La pigmen- 
tation des souches aviaires R ou §, surtout aprés un séjour 
de plusieurs mois 4 la température du laboratoire, s’observe 
Iréquemment, mais elle va du jaune citron a l’ocre jaune, 
tandis que celle des bacilles des mammiféres, bien plus terne, 
est d’un jaune paille Chimiquement, le pigment des bacilles 
aviaires n’est pas soluble dans |’acétone ; ce n’est donc pas 
un lipochrome comme celui des paratuberculeux. 


3° LA TUBERCULINE. — La tuberculine du bacille aviaire 
étant au moins dix fois moins toxique que celle des bacilles 
des mammiféres (Boquet et Ninni) [38], on peut distinguer un 
bacille des mammiféres atténué comme le BCG d’un aviaire 
atténué, se développant sous le méme aspect R, par l’action 
de leur tuberculine respective sur un cobaye tuberculeux. En 
effet, alors que des animaux tuberculisés depuis huit semaines 
mouraient, aprés injection de 30 4 40 centigrammes de tuber- 
culine BCG, en vingt-quatre & quarante-huit heures d’intoxi- 
cation tuberculinique, ils supportaient sans le moindre trouble 
1 gramme et davantage de tuberculine provenant de 3 souches 
dont la nature aviaire était & démontrer. Manifestement, il 
s’agissait donc d’une tuberculine aviaire et les 3 souches 
furent identifiées comme souches aviaires atténuées, stabilisées 
sous la forme R (A.N., Boquet R, B.R.). 

De plus, les différences locales des réactions tuberculiniques 
peuvent également servir. Car des cobayes tuberculeux ne 
répondaient guére a l’injection intradermique de 1/40 de cent. 
cube de tuberculine aviaire diluée au 1/100. alors que la méme 
dilution de tuberculine BCG donnait encore une belle papule. 
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4° LE pouvoir PATHOGENE. — De tous les caractéres spéci- 
fiques & chaque germe, le plus important, et celui qui mérite 
le plus d’étre retenu, est certainement la différence de pouvoir 
pathogéne pour le lapin. 

En effet, nous avons montré précédemment que les souches 
aviaires récemment isolées, inoculées au lapin a des doses 
paucibacillaires, par voile intraveineuse, produisent des ostéo- 
arthropathies constantes qui évoluent lentement en quatre a 
six mois. Cette affinité particulitre de l’espéce aviaire pour 
les articulations du lapin avait été signalée dés 1891. Hl appar- 
tient en effet & Courmont et Dor [39] d’avoir observé les pre- 
miers la présence d’ostéo-arthrites tuberculeuses multiples 
chez 5 lapins inoculés avec une souche aviaire plus ou moins 
virulente. 

Mais il est hors de doute qu'il revient & S. Griffith [40] 
d’avoir su tirer parti de ces constatations en montrant la régu- 
larité de Vatteinte des articulations du lapin par les souches 
aviaires atténuées. C’est en 1925 qu'il démontre tout le profit 
qu’on peut tirer de cette action pathogéne remarquable en iden- 
tifiant par ce moyen deux souches aviaires avirulentes d’as- 
pect S qui lui avaient été envoyées sous I’étiquette de souches 
bovines. 

En suivant les directives de Griffith, nous avons confirmé 
pleinement ses constatations. 


Pour opérer avec le maximum de chance de réussite, il est nécessaire 
de se servir de jeunes lapins, pesant entre 1.500 et 2.000 gr., et d’em- 
ployer, par voie intraveineuse, des doses massives de germes, 1 et 
plutét 5 et 10 milligrammes. L’infection reste latente pendant fort 
longtemps et ce n’est qu’aprés cing a sept mois d’observation que l’on 
remarque un amaigrissement progressif des animaux. 


Caractére important, avec les souches aviaires avirulentes, 
ce sont surtout les petites articulations (carpe, métacarpe, 
tarse, métatarse) qui sont prises tandis que nous avions 
vu, au contraire, que les souches de méme origine mais 
virulentes, s’attaquaient de préférence aux articulations im- 
portantes. La lésion est la méme dans les deux cas : la syno- 
viale se prend tout d’abord ; elle s’épaissit, se remplit d’un 
liquide glaireux puis purulent qui montre des bacilles & l’exa- 
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men direct. Par ensemencement, on récupére facilement la 
souche primitive. 

Griffith avait émis Vhypothése que ce pouvoir pathogéne 
Si particulier s’observe non seulement de maniére réguliére 
mais encore de maniére indéfinie. Nous avons pu démontrer 
V’exactitude de cette hypothése puisque sur les 5 souches de 
bacilles aviaires avirulents, inoculées par nous au lapin et qui 
donnérent toutes les Iésions sus-décrites, une seule n’avait 
été isolée qu’en 1931 (A.N.), les 4 autres étant entretenues 
depuis plus de vingt ans dans nos laboratoires et servant a la 
fabrication de la tuberculine aviaire. Malgré leur age consi- 
dérable, ces souches gardaient donc intact leur pouvoir patho- 
géne particulier pour le lapin. 

8° Un dernier caractére différentiel réside dans les résul- 
tats de l’inoculation sous-occipitale au lapin, selon le procédé 
de A. Boquet [44]. 

L’inoculation sous-occipitale des 4 souches aviaires aviru- 
lentes précitées, aux doses de 1/100 a 4 milligramme laissa 
parfaitement indemnes les 17 lapins employés. Par contre, 
8 lapins, inoculés par la méme voie et aux mémes doses, avec 
des bacilles issus du cobaye neuf, succombérent toujours, en des 
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délais de quinze a trente jours ; les animaux présentaient & 
lautopsie uné congestion des méninges, sans granulations 
apparentes. Ainsi alors que le bacille issu du cobaye neuf est 
pathogéne pour le lapin par voie sous-occipitale, et inoffensif 
par voie intraveineuse, les bacilles aviaires atténués sont inof- 
fensifs par voie sous-occipitale et pathogénes par voie intra- 
veineuse. Ges deux variétés de bacilles présentent donc des 
propriétés pathogénes opposées, permettant de les dilférencier 
parlaitement et démontrant que le bacille issu du cobaye neuf 
est bien une espéce microbienne différente. 

Les caractéres distinctifs des diverses espéces  bacillaires 
que nous venons de signaler sont consignés dans le tableau 
de la page précédente. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Les milieux A base d’ceuf glycérinés sont les plus favo- 
rables & Visolement du bacille aviaire. 

2° Les cultures de bacilles aviaires, sur milieu a l’ceul ou 
sur pomme de terre, peuvent se montrer fertiles et virulentes 
aprés un séjour de six ans a la température du laboratoire. 
Elles conservent alurs intacts leurs caractéres de culture 
initiaux. 

3° Le polymorphisme morphologique que peut présenter le 
bacille aviaire n’a jamais été observé pour les bacilles des 
mammitéres. La constatation de ce caractére chez une souche 
donnée a donc une valeur diagnostique réelle pour établir son 
origine aviaire. 

4° La voie d’infection naturelle dans la tuberculose de la 
poule est bien la voie digestive. La tuberculose ainsi contractée 
se caractérise par sa longue période d’incubation. L’ingestion 
d’organes broyés de poules tuberculeuses se montre plus viru- 
lente que l’ingestion d’émulsions de cultures 

3° Le bacille aviaire récemment isolé se montre trés patho- 
géne pour la poule et le lapin. Inoculé par voie veineuse, il 
produit chez les animaux une infection 4 marche aigué, subai- 
gué ou chronique. Les lésions anatomiques observées dépendent 
davantage du temps d’évolution de la maladie que des doses 
de bacilles inoculés. 
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6° Les souches aviaires récemment isolées, soumises A l’ac- 

tion prolongée de la bile au moyen de cultures en série sur 
pomme de terre glycérinée et biliée, voient leur virulence 
progressivement s’atténuer. Le degré d’atténuation de viru- 
lence varie avec la souche étudiée. é 

7° Le bacille aviaire se présente au moment de l’isolement 
exclusivement sous forme de culture lisse. La variété S porte 
done en elle tous les caractéres et toutes les propriétés de 
l’espéce. 

Si l’on ne se sert pour les réensemencements que de milieux 
& Voeuf, glycérinés. ou non, les cultures du bacille aviaire 
gardent invariablement, leur caractére lisse. Etant donné que 
le bacille bovin, lui aussi lisse et dysgonique lors de Visole- 
ment, peut se dissocier sur les miliewx & l’ceuf et donner nais- 
sance a des souches. d’aspect R identique a celui des bacilles 
humains, il apparait que le bacille aviaire différe bien plus des 
bacilles des mammiféres que les bacilles humain et bovin ne 
différent entre eux. 

&° L’emploi de certains milieux appropriés, tels que la 
pomme de terre glycérinée et le milew liquide de Sauton, 
permet. d’observer la dissociation du bacille aviaire et l’appa- 
rition, a partir des cultures lisses initiales 5, de colonies 
rugueuses R, identiques & celles du type humain. Les milieux 
& Veeuf sont les plus favorables pour la conservation de la 
variante S et la pomme de terre glycérinée pour la variante R. 

9° Les cultures R aviaires, récemment dissociées, sont 
mstables et réversibles in vilro et in vivo. Ensemencées aprés 
dilutions préalables, sur le milieu 4 l’ceuf, ces cultures R 
ne donnent que des colonies d’aspect S, qui, reportées sur 
pomme de terre, redonnent des colonies d’aspect R. De méme, 
ces colonies R inoculées a la poule ou aw lapin ne donnent lors 
des premiers passages, par ensemencement des organes, que 
des cultures d’aspect S. 

Les cultures R et S aviaires instables récemment dissociées 
jouissent d’un méme pouvoir pathogéne pour la poule et le 
lapin, par voie intraveineuse. 

10° Il peut arriver (3 fois sur 30 souches étudiées) que des 
passages répétés sur pomme de terre glycérinée de variétés R 
instables, aboutissent 4 leur stabilisation tant m vilro qui 


7e2 ANNALES DE LUNSTITUT PASTEUR 


vive, Cest-A-dire que Pensemencement de ces souches R sur 
nimporte quel miliew ainsi que Pensemencement des organes 
animaux imoculés avec elles, ne fournissent Invariablement 
que des cultures R. A ce stade, Ia dissociation est devenne 
irréversible ; i] ne peut plas y avoir retour & Ja forme 5 mi- 
tiale. Mais il existe pareillement des souches S$ irréversthles 
ne pouvant & dissocier en R, quels que soient les mieux 
employes. 

Lt? La virulence des souches S et R stabilisées est variable. 
Pour Pune des souches étudiges, il y avait perte de la vira- 
lence pour Ia variante RB alors que celle de Ia variante 5 était 
conservée. Dans deux autres cas, il y avait virulence iden- 
tique pour les variantes R et S. 

Comme il est démontré que la variété S stabilisée peut 
également perdre sa virulence, il ressort clairement quill n'y 
a pas de relation entre la virulence d'une souche et Paspect de 
sa culture. 7 

12° La dissociation des souches aviaires en vaniétés S et R 
entre dans Tordre général des phémomimes d’adaptation de 
Vespece au changement des conditions du milieu. Malgré 
Dirréversibilité des variétés S et R stabilisées, il n'y a entre 
elles qu'une différence daspect morpholegique. 

13° La pigmentation des souches aviaires constitue un 
épiphénomene survenant dans diverses circonstances et s'eb- 
servant indistinctement pour les variantes S$ et R_ L’apparitien 
du pigment ne modifie en men les caractéres morphologiqnes 
et la virulence de ces variantes. Son existence ne suffit done 
pas & poser le problime d'une vaniété autonome nouvelle. 

44° Les bacilles aviaires avirulenis Sabilisés en S et R qui 
ent le méme aspect de culture que Jes hacilles issus du cobaye 
neuf et le BOG peuvent cependant en dire distingués par leur 
morphologie, Fintensité de lear pigmentation, la toxieité de 
leur tuberculine et surtout leur poaveir pathogéne. En effet, 
alors que, par voie intravemease, les bacilles aviaires attémnés 
produisent chez le lapin des ostée-arthnites, les hacilles soles 
du cobaye neuf et Je BOG restent sans effet, Au contrairé, par 
voie Ssous-oecipitale, Jes bacilles aviaires atténuds ne sont pas 
pathoganes pour cet animal chez lequel les bacilles isscus du 
cobaye prevequent des méningites mortelles. 
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L'INFECTION TUBERCULEUSE SPONTANEE 
CHEZ LES MAMMIFERES SAUVAGES EN CAPTIVITE 


par Acu. URBAIN. 


(Muséum national d’Histoire naturelle.) 


Les Mammiféres sauvages, dans la nature, ne prennent 
jamais spontanément la tuberculose. Par contre, en captivité, 
dans les ménageries, les Parcs zoologiques, au contact du 
public, ils sont susceptibles de contracter cette maladie avec 
facilité. 

Nous allons décrire successivement, par ordre zoologique, 
les cas de tuberculose que nous avons pu enregistrer depuis 
4931, au Muséum national d’Histoire naturelle, tant 4 la Ména- 
gerie du Jardin des Plantes qu’au Pare zoologique. 


I. — Ordre des Primates. 


A. — Sous-ORDRE DES SIMIENS. 


1° Famille des Anthropoidés. 


Cette famille renferme les grands singes : gorille (Gorilla 
gorilla [Wyman]), chimpanzé (Pan satyrus [L.]), orang-outan 
(Pongo pygmaeus [L.]). Tous sont trés sensibles a la tuberculose. 
Dungern (4), puis Fox (2), en ont donné des relations détaillées. 

Nous avons constaté cing cas de contagion bacillaire chez 
des chimpanzés et un cas chez un gorille. 

Chez quatre chimpanzés ayant succombé a des affections 
diverses : stomatite gangréneuse, pneumonie, entérite vermi- 


(1) Miinch. Med. Woch., 53, 1906, p. 6. ace 
(2) Diseases in captive wild mammals and birds, description, compa- 


rison. Philadelphie, Londres et Chicago, 1923, Lippincot, Cy, édit. 
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neuse, il fut trouvé & l’autopsie quelques rares tubercules sur 
le foie et la rate ; toutes ces lésions renfermaient des bacilles 
acido-résistants. 

Le cinquiéme chimpanzé vivait dans une ménagerie foraine, 
en contact permanent avec le public. Son cadavre nous fut 
confié pour déterminer la cause de sa mort. Nous avons cons- 
taté une tuberculose généralisée ; les poumons étaient farcis 
de tubercules, ainsi que le foie et la rate ; les ganglions mésen- 
tériques étaient hypertrophiés et renfermaient un pus caséeux 
riche en bacilles de Koch. Ce bacille, étudié, était du type 
humain. 

Le gorille était & la Ménagerie du Jardin des Plantes depuis 
deux ans. Il mourut en quatre jours, des suites d’une contagion 
pulmonaire d’origine grippale. A l’autopsie, on trouva sur son 
foie quatre petits nodules blanchatres et un ganglion mésen- 
térique hypertrophié. Les frottis de ces lésions, aprés colo- 
ration par la méthode de Ziehl, montrérent des bacilles acido- 
résistants. Des cobayes, inoculés avec une émulsion des tuber- 
cules du foie, succombérent A une tuberculose généralisée. Le 
type du bacille ne fut pas déterminé. 


2° Famille des Hylobatidés. 


C’est dans cette famille que rentrent les gibbons. Fox (8) 
signale ces animaux comme trés sensibles 4 la tuberculose. 
Nous avons pu en déceler deux cas, chez des gibbons a favoris 
blancs (Hylobates leucogenys [Ogilby|), originaires de 1’Indo- 
chine. Le sérum de ces deux animaux avait fourni une réaction 
de fixation positive, en présence de l’antigéne tuberculeux de 
Besredka. Les deux singes furent aussitét isolés. Ils succom- 
berent, quelques semaines plus tard, a une crise suraigué 
d’entérite. L’autopsie montra, sur le poumon gauche de l'un 
d’eux, quelques rares tubercules et, sur le foie de l'autre, 
quatre petits nodules blanchatres. Les frottis-de ces lésions 
renfermaient des bacilles acido-résistants. 


(8) Loc. cit. 
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3° Famille des Cercopithécidés. 


Cette famille comprend tous les singes communs : cyno- 
céphales, cercopithéques divers, etc., d’Afrique ; macaques, 
semnopithéques, etc., d’Asie. De nombreuses observations de 
tuberculose ont été données sur ces animaux. C’est ainsi que 
L. Rabinowitsch (4), au Pare zoologique de Berlin, a pu étudier 
45 singes d’espéces variées, morts tuberculeux ; 5 n’avaient 
que de la tuberculose pulmonaire, 9 de la tuberculose des gan- 
glions et des viscéres abdominaux ; 31 avaient a la fois de la 
tuberculose abdominale et pulmonaire. Au moyen des cultures 
et de Vinoculation au lapin, l’auteur a pu constater que, sur 
27 animaux examinés, 19 étaient infectés par des bacilles de 
type humain et 3 par des bacilles de type bovin. 

Lindemann (5) a donné aussi la relation de 5 cas de tuber- 
culose sur des singes ; 3 fois l’infection était sous la dépen- 
dance du type bovin et 2 fois sous celle du type humain. 

Southard (6) a signalé chez un macaque (Macaca irus 
F. Cuvier) des lésions tuberculeuses de la colonne vertébrale 
(mal de Pott). Enfin, Fox (7) relate, dans son Traité des mala- 
dies des Mammifeéres sauvages et des Oiseaux en caplivté, des 
cas fréquents de tuberculose sur des singes appartenant a la 
famille des Cercopithécidés. 

Au Parc zoologique du Bois de Vincennes, la présentation 
des singes, en troupeau compact, sur des rochers ot ils sont 
en contact permanent avec le public, favorise grandement 
Vinfection bacillaire. Dés qu’un sujet est infecté, il ne tarde 
pas A contaminer ses congénéres. Nous avons eu ainsi des 
épidémies trés graves 4 déplorer chez ces animaux. Voici, 
depuis février 1982 jusqu’au 1” juin 1938, par espéces, les 
pertes que nous avons enregistrées par tuberculose : 

4 mangabey enfumé (Cercocebus cethiops Schreber) ; 

4 cercopithéques grivets (Cercopithecus ethiops L.) ; 

4 cercopithéques patas (Erythrocebus patas (Schreber]) ; 
3 magots (Macaca sylvanus [L.]) ; 


(4) Deutsch. Med. Woch, 32, 1906, p. 866. 

(5) Deutsch. Med. Woch., 38, 1912, p. 1921. 

(6) Journ. Med. Research, 44, 1908, p. 392. 
CD OC MMCLE. 
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hamadryas (Papio hamadryas [L.]}) ; 
cynocéphales babouins (Papio papio [Desmarest)) ; 


~1 © 
Sao) 


Se 


92 macaques rhésus (Macaca rhesus Aud.) ; 
2 macaques de Buffon (Macaca irus F. Cuvier) ; 
1 


macaque bonnet chinois (Macaca sinica L.). 

Soit, au total, 262 singes ayant présenté a l’autopsie des 
lésions tuberculeuses. 

Dans 60 p. 100 des cas, on notait de la tuberculose généra- 
lisée : tous les organes abdominaux et thoraciques étaient larcis 
de tubercules, 4 tous les stades. 

Dans 25 p. 100 des cas, les lésions se localisaient presque 
uniquement aux organes de lappareil digestif. Chez certains 
singes, on constatait une simple hypertrophie des ganglions 
mésentériques ; chez d’autres, le foie et la rate étaient atteints 
et présentaient quelques tubercules. Chez ces derniers ani- 
maux, la mort était provoquée par un accident ou par une 
autre maladie, les Iésions ainsi décelées étant uniquement des 
trouvailles d’autopsie. 

Dans 15 p. 100 des autres cas, les lésions tuberculeuses se 
répartissaient sur les organes les plus divers. C’est ainsi que 
chez 4 hamadryas, 6 babouins, 10 macaques rhésus, les deux 
reins présentaient, au sein de leur parenchyme, aussi bien 
dans la zone corticale que médullaire, de trés nombreux tuber- 
cules. Dans ces derniers cas, l’urine contenue dans la vessie 
était riche en bacilles acido-résistants. 

1 hamadryas adulte et 2 macaques rhésus jeunes montrérent 
des lésions tuberculeuses accusées de la colonne vertébrale 
(mal de Pott). 

Des adénites cervicales ouvertes et dont le pus renfermait 
de nombreux bacilles tuberculeux ont été trouvées chez 
12 babouins et 2 macaques, tous atteints, par ailleurs, de tuber- 
culose généralisée des organes abdominaux et thoraciques. 

Dans trois cas (1 hamadryas, 2 macaques), des lésions testi- 
culaires furent notées. Chez deux de ces sujets, les deux 
organes présentaient des tubercules nombreux dans le paren- 
chyme, sur l’épididyme et le cordon. Chez le troisiéme, un 
seul testicule était atteint, avec une lésion ouverte a son extré- 
mité antérieure, laissant écouler un pus séreux, huileux, ot 
existaient de nombreux bacilles. 
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Enfin, chez un mangabey enfumé (Cercocebus cethiops 
schreber), nous avons trouvé une lésion tuberculeuse du 


cerveau. Voici, compléte, cette dernidre observation, relevée 
par MM. Riese et Nouvel : 


A Vouverture de la boite cranienne, le cerveau parait normal. Ce 
n est qu apres l’enlévement de la pie-mére que l’on voit, a la partie 
antérieure du lobe occipital gauche, un nodule jaunatre de la taille 
d’un pois. Ce nodule occupe l’extrémité médiane du sillon lunatus 
juste a l’endroit de l’union de ce dernier avec Vinterpariétal et Vinci- 
sure pariéto-occipitale ; on a l’impression que l’anomalie s’arréte A 
Vincisure. Le tissu environnant est, lui aussi, jaunatre et endurci. Sur 
une coupe sagittale, on voit que le nodule s’étend dans la profondeur 
du tissu ; il est pourtant bien délimité. Sa surface est A peu prés 
-quadrangulaire, Ja longueur du cété de ce carré est de 1 centimétre 
environ. Dans son centre, on remarque une tache foncée. La substance 
grise de l’écorce qui environne la lésion est en partie aplatie. 

Histologiquement (8), on distingue plusieurs tubercules groupés 
autour de la fissure occipito-pariétale et développés surtout sur le lobe 
occipital, quoique le bord antérieur de la fissure soit également atteint 
yar la lésion, contrairement 4 ce que l’on croyait voir macroscopique- 
ment. 

Le tissu cérébral est entiérement détruit au niveau de la lésion ; au 
-centre des tubercules, on constate une masse amorphe et caséeuse. Ce 
centre est entouré d’une couche cellulaire constituée par tous les 
éléments du tissu cérébral ; on y distingue A différents endroits des 
cellules géantes. On note également une prolifération de certains élé- 
ments, particuliérement de la névroglie, du tissu conjonctif et des 
néo-formations vasculaires. Des bacilles acido-résistants ont pu étre 
décelés au niveau de la lésion. 


Une deuxiime observation de tuberculose cérébrale a été 
faite, en 1938, sur un cynocéphale (Papio papio [Desm.|) ; la 
voici résumée 

A l’autopsie, on reléve des lésions de tuberculose généralisée 
s’étendant sur les organes abdominaux, a l'exception de ceux 
de l'appareil génito-urinaire, et sur les poumons. 


. ’ , 
A Vouverture de la boite cranienne, l’aspect des membranes d’enve- 


loppe est normal. 
Aprés enlévement de la pie-mére, on observe : ; : 
1° Sur Vhémisphére droit : Lobe frontal : dans le triangle formé par 


le sillon rostral et l’arcuatus, deux petits nodules blancs, saillants, Yun 
au-dessus de l’autre. Sur une coupe frontale passant au niveau de la 


(8) Cette étude histologique a été faite par le D* Riese, que nous 
‘tenons A remercier ici. 
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limite du premier et du deuxiéme tiers du triangle décrit, un nodule 
de 2 millimétres de diamétre occupe la vallée du sillon arcuatus. 

2° Sur Vhémisphére gauche : A Jextrémité antérieure du_sillon 
calloso-marginal, on remarque une lésion qui se présente sous la forme 
d’une ligne blanche, paralléle au sillon rostral interne, située au-dessus 
de celui-ci et partant du sillon calloso-marginal sous un angle de 90°, 
pour se diriger de haut en bas et d’avant en arriére. Cette Iésion 
s’étend sur une longueur d’environ 1 centimétre. 

Sur une coupe sagitlale faite dans le plan situé 0 cent. 5 a gauche 
de la surface médiane de l’hémisphére et parallélement a celle-ci, on 
constate que la lésion a la forme d’un petit nodule situé dans la pro- 
fondeur du sillon accessoire parltant du sillon calloso-marginal, et se 
dirigeant vers le bas. Le nodule semble limité 4 la substance grise et 
respecter la substance blanche, mais, au niveau d’une coupe paralléle 
a la précédente et faite 0 cent. 5 a l’extérieur de celle-ci, la substance 
blanche présente des lésions entre l’écorce du globe frontal et le noyau 
caudé. Cette lésion, de 3 a 4 millimétres de long sur 2 millimétres de 
large, a l’aspect d’une zone irréguliérement perforée. 


Au moyen des cultures et de linoculation aux animaux 
d’expérience, nous avons pu reconnaitre que, sur 30 singes 
examinés, 25 étaient infectés par des bacilles de type humain, 
4 par des bacilles de type bovin, 1 par des bacilles de type 
aviaire (9). [1 nous parait intéressant de donner en détail 
l’observation de ce dernier cas. 

Il s’agit d’un macaque bonnet chinois (Macaca sinica L.), 
de quatre ans environ, entré déja malade & la Ménagerie du 
Muséum national d’Histoire naturelle de Paris, au début de 
septembre 1932. 


Ce singe, isolé dés son arrivée, souffrait de diarrhée accompagnée 
d’une forte dyspnée, surtout lorsqu’il exécutait des mouvements vio- 
lents. Il succomba, cachectique, le 24 octobre 1932. L’autopsie, immé- 
diatement pratiquée, fit constater une congestion trés intense de tout 
V’intestin gréle, avec ecchymoses accompagnées de petites ulcérations ; 
les ganglions mésentériques étaient trés volumineux, le poumon droit 
hépatisé dans la plus grande partie de sa surface avec quelques granu- 
lations sur son lobe antérieur. Sur les frottis des poumons et des 
ganglions mésentériques, on trouvait des bacilles acido-résistants nom- 
breux. 


Une partie de ces organes broyés, puis traités par l’acide 
sulfurique 4 15 p. 100, fut ensemencée aprés neutralisation 
par la soude, sur 6 tubes de milieu de Loewenstein. Treize jours 


(9) Un certain nombre de ces déterminations a été fait par MM. Négre, 


Boquet et Saenz, de |’Institut Pasteur, que nous sommes heureux de 
remercier ici. 
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aprés, on obtint des microcultures de bacilles de Koch ; les 
colonies sont devenues visibles sur 3 tubes seulement, apres 
cinquante jours. Réensemencées sur de nouveaux milieux a 
l’ceul-asparagine, elles ont présenté les caractéres typiques du 
bacille aviaire. 

Avec la moitié de l’émulsion des organes broyés, non 
traitée par l’acide sulfurique et la soude, on a inoculé 2 cobayes 
par voie sous-cutanée ; ces 2 animaux sont morts de maladie 
intercurrente respectivement quinze et vingt jours aprés, sans 
présenter de lésions tuberculeuses. 

Avec la culture reportée sur pomme de terre glycérinée et 
dgée de vingt jours, on a inoculé 4 cobayes par voie sous- 
cutanée, 2 lapins et 1 poule par voie intra-veineuse. 2 de ces 
cobayes, qui avaient recu i milligramme, ont été sacrifiés trois 
mois aprés. Leur autopsie montra, pour toute lésion, une 
légére hypertrophie des ganglions inguinaux correspondants. 
Les 2 autres, morts de maladie intercurrente quarante-cing et 
soixante jours aprés l’inoculation, ne présentérent aucune 
lésion suspecte. Des 2 lapins inoculés dans les veines, celui qui 
avait recu 0 milligr. 1 est mort cachectique trente-deux jours 
aprés. A l’autopsie, on constata une hypertrophie de la rate 
et du foie, qui étaient parsemés de petits nodules blanchatres 
caractéristiques de la tuberculose, type Yersin. Mémes lésions 
sur les reins et les poumons. Les frottis de tous ces organes 
contenaient des bacilles acido-résistants en abondance. Le 
second lapin, inoculé & 0 milligr. 01, est mort soixante-douze 
jours apres, sans lésions nodulaires sur le foie et la rate, qui 
étaient cependant un peu hypertrophiés. Mais le poumon était 
parsemé des mémes nodules type Yersin que pour le lapin 
précédent. La poule, qui avait recu 0 milligr. 1 dans la veine 
de l’aile, est morte cachectique vingt-six jours aprés, présen- 
tant & l’autopsie la forme septicémique type Yersin, avec 
énorme hypertrophie du foie et de la rate. Les frottis de ces 
organes fourmillaient de bacilles. Le sérum de cette poule, 
recueilli par saignée a la carotide trois jours avant la mort, 

agglutine la variante S de la souche homologue employée 
comme antigéne et cultivée en milieu de Sauton. Le taux 
d’agglutination atteignait 1.500. La méme épreuve fut néga- 
tive avec le sérum des poules normales. 
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L’ensemble de ces recherches montre que le bacille tuber- 
culeux isolé du macaque bonnet chimois présente tous les carac- 
téres d’un bacille aviaire typique. 

Comment a pu s’eflectuer la contamination de cet animal > 

L’enquéte A laquelle nous nous sommes livré a révélé que 
ce singe était nourri avec du lait et des ceufs crus. Il parait 
donc vraisemblable d’admettre que infection fut consécutive: 
a Pingestion de ces ceufs. 


4° Famille des Cébidés. 


Dans cette famille rentrent les singes communs de |’ Amé- 
rique du Sud : atéles, sajous, etc., que Fox (10) reconnait 
trés réceptifs au bacille de Koch. 

Nous avons pu autopsier un atéle belzébuth (Ateles belzebuth 
E. Geoff.), de la Ménagerie du Jardin des Plantes, atteint de 
tuberculose généralisée. ‘ 


Les organes abdominaux : foie, rale, ganglions mésentériques, ainsi 
gue les poumons, présentaient de trés nombreux tubercules ; une adénite: 
cervicale, de la grosseur d’une noix, comprimait la trachée ; elle renfer- 
mait un pus caséeux ot: les bacilles tuberculeux furent décelés en. 
abondance. 


3° Famille des Hapalidés. 


Elle renferme les ouistitis 4 pimceaux, si communs dans toute 
Amérique du Sud. 

Notre prédécesseur & la Ménagerie du Jardin des Plantes, 
M. Mouquet (11), a trouvé a diverses reprises des lésions tuber- 
culeuses, généralisées aux organes abdominaux et thoraciques, 
sur des ouistitis & pinceaux blancs (Hapale jacchus L.) et sur 
des ouistitis 4 pinceaux noirs (Hapale penicillata [E. Geoff}). 


B. — Sovus-orpreE DES LEMURIENS. 


4° Famille des Lémuridés. 


Les lémurs, ou makis, de Madagascar, peuvent étre, d’aprés: 
Fox (12), assez fréquemment atteints de tuberculose. Elle a été 
(10) Loc. cit. 


(11) Observations inédites. 
(12) Loc. cit. 
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signalée chez le Iémur vari (Lemur variegatus Kerr.), le lémur 
mongos (Lemur mongos L.), le lémur catta (Lemur catta L.), 
le lémur macaco (Lemur macaco L.), le lémur a collier (Lemur 
collaris L.) et le chirogale (Chirogale major [E. Geoff.]). 

Nous avons enregistré un cas de tuberculose chez un Iémur 
mongos ayant succombé a une entérite vermineuse et dont les 
poumons et les plévres étaient parsemés de nombreux tuber- 
cules. Le bacille étudié fut reconnu étre du type humain. 


Il. — Ordre des Carnivores. 


14° Famille des Félidés. 


Il existe un certain nombre d’observations de cas de tuber- 
culose chez les grand félins. I. Straus (43) a rapporté histoire 
d’une lionne, Agée de cing ans, qui mourut dans une ménagerie 
ou elle était depuis trois ans. Son autopsie révéla lexistence 
d’une tuberculose pulmonaire trés accusée. 

Fox (14) a constaté six cas de tuberculose chez des Félidés : 
1 tigre (Felis tigris L.), 1 jaguar (Felts pardus L.), 3 chats 
sauvages (Felis catus L.), et un cas d’ostéite hypertrophiante 
chez un lion (Felis leo L.). Pour cet auteur, ces animaux sont 
trés résistants a lVinfection, qui est généralement du type 
fibro-ulcéreux, avec tendance a la calcification des nodules 
pulmonaires et extra-pulmonaires. 

Jensen (43), au Jardin zoologique de Copenhague, a trouvé 
des Iésions tuberculeuses, confirmées par l’examen bactério- 
logique, chez deux lions, un tigre royal, une panthére noire 
et un jaguar. 

Ball et Lombard (16) ont relaté un cas d’ostéo-arthrite hyper- 
trophiante pneumique chez une lionne. 

Bergeon (47) a autopsié, 4 Saigon, une panthére femelle qui 
présentait des lésions tuberculeuses du foie et des poumons. 


(13) Arch. de Méd. expér., 6, 1894, p. 645. 

(14) Loc. cit. 

(15) Deutsch. Zeit. fiir. Thiermedicin, 47, 1891, p. 225. 
(16) Rev. gén. méd. vétér., 35, 1926, p. A417. 

(17) Rev. vétér., G1, 1° février 1909, p. 29. 
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Enfin, Czempinska-Paszowiczowa (18) a observé une tuber- 
culose pulmonaire avec cavernes chez une femelle de panthére 
ayant vécu longtemps au Pare zoologique de Varsovie. 

Chez un vieux lion provenant d’une ménagerie foraine et qui 
mourut dés son arrivée au Muséum, j’ai relevé, a l’autopsie, 
des lésions de tuberculose pulmonaire étendue. Les poumons 
étaient farcis de petites cavernes entourées de portions hépa- 
tisées renfermant du pus riche en bacilles acido-résistants. Les 
deux plévres étaient épaissies, adhérentes, et contenaient du 
liquide séreux. 

Le bacille, isolé par culture et étudié & l'Institut Pasteur, 
fut déterminé comme appartenant au type bovin. 


2° Famille des Procyonides. 


Dans cette famille, seul le coati (19) [Nasua nasrca L.] a été 
signalé comme susceptible d’étre infecté par le bacille de Koch. 
Fox (20) en a signalé un cas et A. E. Hamerton (24), pendant 


une période de sept ans, de 1928 a 1934, en a constaté trois 
cas. 


En janvier 1937, nous avons observé un cas de tuberculose 
chez un coati 4gé de cing ans et en captivité depuis deux ans. 


Avant la mort, nous n’avons constaté que deux jours d’anorexie et 
de constipation totale ; abdomen était tendu ; il n’y avait pas d’hyper- 
tbermie et on notait une légére accélération de la respiration. A l’autop- 
sie, la cavité et les organes respiratoires ne présentent aucune lésion. 
Les organes abdominaux, rétractés, sont soudés les uns aux autres en 
une masse unique, libre de toute adhérence avec les parois ; le foie, 
les reins ct surtout la rate portent des Iésions nodulaires caséeuses 
variant de la grosseur d’un grain de mil a celle d’un pois ; les gan- 


(18) Wiadomosci Weterynarski, 16, 1937, p. 8. 

(19) Le coati (Nasua nasica L.), originaire de l’Amérique du Sud, 
appartient & la famille des Procyonidés. Il se caractérise par un corps 
allongé, comprimé latéralement, porté par des pattes courtes, vigou- 
reuses, armées de cing griffes fortes et serrées l'une contre ]’autre. Le 
cou est court, la téte longue et pointue, terminée par un mufle nu, 
mobile comme un groin, d’ot le nom d’ours a trompe qu’on lui donne 
parfois. Les oreilles sont courtes et arrondies, la queue est touffue, 
presque aussi longue que le corps. La dentition ressemble a celle des 
ratons et la coloration est variable. 

(20) Loc. cit. 

(21) Proceedings of the Zoological Sociely of London, 2, 1935, p. 453. 
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glions lombaires, hépatiques et mésentériques sont trés hypertrophiés 
et caséeux, quelques-uns sont abcédés ; le pus qu’ils contiennent est 
crémeux, blanc verdatre, et fourmille de bacilles acido-résistants (es 
frotlis en montrent de 10 A 20 par champ microscopique). L’estomac 
et l’intestin ne paraissent pas lésés ; seule la couche séreuse et V’épiploon 
portent un semis de petits tubercules, dont les plus gros atteignent la 
taille d’un grain de blé. 


Une réaction de fixation du complément, pratiquée en pré- 
sence d’antigéne 4 l’ceuf de Besredka, sur du sang prélevé 
dans le coeur aprés la mort, est fortement positive. 

Deux cobayes, inoculés sous la peau de la cuisse avec respec- 
tivement Q c. c. 5 et 4 cent. cube du produit de broyage de 
la rate, fournissent, aprés trois semaines, une intradermo- 
réaction 4 la tuberculine, trés fortement positive, et meurent 
le trentiéme et le quarante-deuxiéme jour aprés l’inoculation, 
avec les lésions habituelles de tuberculose expérimentale. Le 
bacille, isolé du cadavre de l'un d’eux, a été identifié au type 
bovin par le D* Négre, de 1’Institut Pasteur. 

Enfin, des réactions d’oculo, d’intradermo et d’hypodermo- 
tuberculination, faites les jours suivants sur un autre coati de 
méme provenance et ayant vécu depuis plus de deux ans avec 
le sujet infecté sont restées négatives. Ce dernier sujet ne 
présente aucun signe de maladie. 


3° Famille des Ursidés. 


La tuberculose a été assez rarement constatée chez les ours 
en captivité. Jensen (22) a cependant pu autopsier six de ces 
animaux, pensionnaires du Jardin zoologique de Copenhague, 
présentant des lésions tuberculeuses, confirmées par l’examen 
bactériologique. H. Fox (23) signale aussi un cas de tuberculose 
chez un ours, sans autres détails. 

Au cours de l’année 1932, il nous a été permis d’en constater 
un nouveau cas chez un ours des cocotiers (Ursus malayanus 
Raffles). Il s’agit d’un male, 4gé de quatre ans environ, entré 
a la Ménagerie du Muséum le 6 novembre 1930. Au début de 
Vannée 1932, il manifesta de lVirrégularité dans son appétit 


(22) Loc. cit. 
(23) Loc. cit. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 61, n° 6, 1938. 4T 
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et présenta rapidement un amaigrissement notable, qui ne fit 
que s’accentuer avec le temps. En mai, une diarrhée fut parfois 
notée, suivie de constipation opinidtre ; cet ours succomba le 
23 janvier 1932. 

Au début du mois de mai, on avait pu prélever quelques 
centimétres cubes de sang 4 cet animal. L’examen du sérum, 
pratiqué en présence de l’antigéne de Besredka, avait donné 
une réaction de fixation nettement positive. Ce résultat était 
donc en faveur d’une infection tuberculeuse ; |’autopsie le 
confirma entiérement. 

L’autopsie fut pratiquée dés la mort. 


Le cadavre était dans un état de maigreur extréme. Les seules lésions 
constatées se localisaient a l’appareil respiratoire. Le poumon droit 
présentait, sur la plus grande partie de sa surface, de larges zones 
a’hépatisation, couvertes de nombreuses granulations ; dans le lobe 
antérieur existait une cavernicule trés nette. Un frottis de 1’exsudat 
de cette caverne, examiné apres coloration par la méthede de Ziehl, 
a montré de trés rares bacilles acido-résistants. 


Une partie de ces lésions, examinées par notre collégue 
Boquet, de l'Institut Pasteur, a permis d’isoler et d’identifier 
le bacille tuberculeux en cause, qui était du type humain. 


Iii. — Ordre des Ongulés. 


A. — Sous-ORDRE DES PROBOSCIDIENS. 


1° Famille des Eléphantidés. 


La tuberculose a été quelquefois signalée chez les éléphants. 
Fox (24) en a décrit deux cas chez des éléphants d’ Asie (Elephas 
maximus L.) ( un male et une femelle), qui présentaient des 
lésions étendues fibro-caséeuses. 

Eber (25) en a relaté trois cas. Damman et Stedefeder (26) 
ont eu l’occasion d’autopsier un jeune éléphant qui présentait 


(24) Loc. cil. 

(25) Exper, cité par Fox, loc. cit. Lubarsh-Ostertarg’s Ergebnisse, 418, 
Tig emewOt (is 

(26) Deutsch. Tier. Woch., 17, 1909, p. 846. 
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des lésions tuberculeuses du poumon et de quelques corps 
vertébraux. 

H. Thieringer (27) a constaté un cas de tuberculose pulmo- 
naire chez un éléphant ; le bacille isolé était du type humain. 
R. S. Narayama (28) a relevé de la tuberculose généralisée 
chez un éléphant de soixante-dix ans. Les lésions intéressaient 
le foie, la rate et les poumons. 

Enfin, plus récemment, Baldrey (29) a trouvé, a V’autopsie 
d'un éléphant d’Asie du Jardin zoologique du Caire, des 
lésions tuberculeuses étendues des poumons ainsi que sur la 
rate, les ganglions médiastinaux et mésentériques. ; 

Nous avons eu aussi, récemment, l’occasion d’en déceler un 
nouveau cas, sur un éléphant d’Afrique (Elephas africanus 
Blum.) de la Ménagerie du Jardin des Plantes. Cet animal 
était arrivé le 8 septembre 1925 et avait environ deux ans. II 
s'était développé normalement et n’avait jamais manifesté de 
symptéme de maladie sérieuse. Tout au plus avait-on pu noter 
un léger amaigrissement survenu depuis quelques semaines, 
lorsque le 5 novembre 1937, au début de l’aprés-midi, il 
s’aflaissait brusquement dans son parc ou il restait étendu 
inerte sur le sol. Tous les efforts en vue de le relever étant 
restés vains, 11 fut placé sur un chariot et rentré dans sa loge 
ou il succombait au cours de la nuit sans avoir fait le moindre 
mouvement. : 

L’autopsie, pratiquée aussitét, permit de faire les consta- 
tations suivantes : 


Dans la cavité abdominale, les organes ont un aspect normal, seul 
l’épiploon présente un peu de congestion. Cependant, il existe une 
importante quantité de liquide clair (50 litres environ), dont le niveau, 
sur l’animal debout, devait atteindre sensiblement le milieu de la 
hauteur de l’abdomen. 

Dés ouverture de la cavité thoracique, il est possible d’observer des 
lésions importantes. : 

Tout d’abord, le tissu conjonctif, ordinairement liche, qui unit les 
poumons aux cdtes, est ici particulitrement dense. Le long des corps 
vertébraux et au niveau des articulations vertébro-costales, surtout en 
avant, ce tissu conjonctif prend un aspect lardacé, réalisant ainsi une 
soudure intime du poumon et de la paroi thoracique. Toutes ces adhé- 


(27) Berl. Tier. Woch., 27, 1911, p. 284. 
28) Veter. Journ., 1925, p. 96. 
>) Journ. Royal Army Veter. Corps, 1936, p. 252. 
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rences ayant été assez facilement rompues, les poumons et le coeur 
sont sortis de la poitrine. 

Le coeur ne présente aucune lésion importante et, notamment, aucun 
épanchement. 

Les poumons, par contre, sont le siége de lésions étendues. 

Le poumon droit n’est plus qu’une réunion de cavernes pleines de 
pus : l’une d’elles, renfermant plus de 2 litres, s’allonge tout le long 
du bord supérieur ; elle est en communication avec d’autres, moins 
importantes, qui ne laissent entre elles aucune trace de tissu pulmo- 
naire normal. Seules, subsistent ¢d et 14’ de grosses travées de tissu 
fibreux sous forme de masses arrondies du volume d’une noix ou d’un 
ceuf de pigeon. La surface interne de ces cavernes est trés irréguliére, 
de couleur jaune verdatre ; la cavilé en est & peu prés complétement 
remplie par du pus épais, crémeux, homogéne, avec quelques parties 
verdatres. 

Le poumon gauche est le siége de lésions importantes qui |’inté- 
ressent tout entier ; ce sont d’abord des noyaux purulents allant de la 
grosseur d’une noisette a celle d’une noix, renfermant du pus analogue 
& celui que nous venons de décrire ; puis, prés du lobe supérieur, un 
gros ilot de tissu fibreux ayant un aspect grisdtre, sans fonte purulente ; 
enfin, entre ces lésions, le tissu pulmonaire est violemment congestionné 
et contient d’ innombrables petits grains de pus jaundtre, bien déli- 
mités, de la grosseur d’un grain de mil. 


L’examen du pus, aprés coloration par la méthode de Zieh], 
a montré la présence de nombreux bacilles tuberculeux (10 a 
145 par champ). L’étude du bacille isolé, effectuée par le 
D" Négre, de l'Institut Pasteur, a permis de le classer dans le 
type humain. 

A notre connaissance, c’est la premiére fois qu'un cas de 
tuberculose ait été constaté sur un éléphant d’Afrique. Il nous 
a semblé intéressant aussi d’insister tout particuliérement sur 
le fait qu’un animal ait pu conserver tous les signes apparents 
d'une bonne santé, appétit, gaité, notamment, tout en présen- 
tant de Ja fonte purulente presque totale d’un poumon et des 
\ésions extrémement graves et étendues du second, réduisant 
\ bien peu le réle physiologique de ces organes. 


B. — Sous-ornDRE DES ARTIODACTYLES. 


4° Famille des Bovidées. 


Cette famille renferme de trés nombreuses espéces, réparties 
en plusieurs sous-familles. 
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1° Dans celle des Bovinés, Fox (30) signale que la tuberculose 
a été rencontrée chez le bison américain (Bos bison [L.]). 

En 1938, nous avons pu constater un nouveau cas sur un 
bison américain femelle, du Parc zoologique du Bois de Vin- 
cennes. Cet animal était né dans un pare européen, il était 
arrivé au Muséum en 1934. Il avait été isolé quinze jours avant 
sa mort comme fortement suspect. Son appétit était capricieux, 
sa rumination trés irréguliére. Malheureusement, tout examen 
clinique fut impossible & cause de son indocilité. Aucune cap- 
ture de l’animal n’avait pu étre tentée : l’animal risquant, a 
cause de sa combativité, de mourir en syncope, accident tou- 
jours a craindre chez les animaux sauvages. Le sujet fut simple- 
ment installé dans une bonne écurie et isolé de tous ses congé- 
néres, pour éviter tout risque de contagion possible. 


L’autopsie révéla que l’animal portait un foetus A une quinzaine de 
jours du terme. La cavité abdominale ne présentait rien d’anormal. 
Par contre, la cavité thoracique présentait de grosses lésions. Le poumon 
droit, seul atteint, était farci de nodules tuberculeux sphériques trés 
nombreux, de la grosseur d’une noisette et d’une consistance ferme. 
La plévre avait une forte adhérence au niveau des septiéme et huitiéme 
cétes ; les deux cétes, a cet endroit, présentaient des lésions caracté- 
ristiques de la tuberculose végétante, de la grosseur d’une pomme. Les 
ganglions trachéo-bronchiques accusaient une forte réaction ; l'un d’eux, 
gros comme une mandarine, contenait du pus. Les frottis de tubercules 
pulmonaires ou pleuraux et de pus ont montré de nombreux bacilles 
acido-résistants. 


29° Dans la sous-famille des Antilopinés, nous avons, en 
1938, enregistré un cas de tuberculose sur une antilope cervi- 
capre male (Antilope cervicapra Pallas). Cet animal, agé de cing 
ans, avait considérablement maigri depuis quelques mois. II 
était soumis & un régime spécial : pommes de terre cuites, 
mélangées avec de la farine d’orge, grains, fourrage & volonté, 
en vue de le suralimenter pour lui faire reprendre son embon- 
point. 

Malgré tous les soins dont il était Vobjet, il succomba 
brusquement. A l’autopsie, on trouva une péritonite tubercu- 
leuse généralisée avec un peu d’ascite (1 litre de sérosité rou- 
geAtre) ; quatre ganglions mésentériques étaient trés hyper- 


(30) Loc. cit. 
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trophiés et renfermaient du pus verdatre. Le foie et Ja rate 
présentaient quelques gros tubercules. 

Les organes thoraciques : poumons, plévre, péricarde, 
étaient normaux 

Les frottis de pus et ceux des lésions du foie, montrérent 
de nombreux bacilles acido-résistants. 

3° En 1934, il nous a été permis de constater, dans la sous- 
famille des Bubalinés, de la tuberculose sur un gnou bleu 
(Connochoetes taurinus Burchell). 

Il s’agissait d’une femelle agée de dix ans, provenant du 
Petit Parc de l’Exposition Coloniale et mise en dépdt a la 
Ménagerie du Muséum. Cet animal avait considérablement 
maigri; son appétit était irrégulier, il restait cependant dans. 
un aspect extérieur de bonne santé lorsqu’il succomba subi- 
tement. 

L’autopsie fut pratiquée dés la mort; le cadavre était dans 
un état de maigreur avancée. : 


Les seules lésions constatées se localisaient au poumon ; celui-ci pré- 
sentait, en effet, sur la plus grande partie de sa surface, de larges zones 
d‘hépatisation couvertes de rares granulations. Un frottis de cette hépa- 
tisation, examiné aprés coloration par la méthode de Zichl, a montré 
de nombreux bacilles acido-résistants. Une émulsion de la partie hépa- 
tisée du poumon finement dilacérée sur du sable et inoculée a4 deux 
cobayes a provoqué, en quarante jours, une septicémie tuberculeuse 
(adénite inguinale, granulations nombreuses sur le foie, la rate et le 
poumon). 


Une partie de ces lésions a fait objet d’un examen parti- 
culier au Laboratoire du D* Négre 4 VInstitut Pasteur. Les 
recherches bactériologiques (isolement du bacille tuberculeux 
sur le milieu de Loewenstein, identification par inoculation aux 
animaux de laboratoire) ont montré qu’il s’agissait dun 
bacille tuberculeux du type bovin. 

4° Enfin, dans la sous-famille des Tragélaphinés, nous avons 
trouvé un cas de tuberculose chez un élan du Cap femelle 
(Taurotragus oryx {Pallas]). Cet animal, mort au mois de 
septembre 1937, avait présenté, deux mois auparavant, un 
amaigrissement rapide. Son appétit était irrégulier, de méme 
que sa rumination. Cet animal, de nature trés douce, fut 
examiné avec soin; une oculo-réaction et une intradermo- 
réaction pratiquées furent sans résultat. La réaction de fixa- 
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tion pratiquée avec son sérum, en présence d’un antigéne 
tuberculeux, fut, par contre, légérement positive. 

L’autopsie fut pratiquée immédiatement aprés la mort. Le 
cadavre était d’une maigreur extréme. 


Dans la cavité abdominale, on nota, sur le foie, de petits tubercules 
blanchatres de la grosseur d’un petit pois. Un certain nombre de 
ganglions de l’intestin gréle étaient hypertrophiés et congestionnés. 

Dans la cavité thoracique, il existait des lésions beaucoup plus impor- 
tantes. Les deux poumons étaient aux trois quarts hépatisés et le gauche 
présentait, & sa base, une caverne contenant 900 cent. cubes de pus 
crémeux et d’odeur fétide. Le poumon adhérait A la paroi costale, au 
niveau des sixiéme et onzi¢me cétes. A cet endroit, des lésions de 
tuberculose végétante, de la grosseur d’une petite mandarine, se trou- 
yaient en contact avec la colonne vertébrale. Un ganglion trachéo- 
bronchique, trés hypertrophié, cylindrique, avait un diamétre de 
15 centimétres. Le péricarde était trés congestionné et renfermait une 
certaine quantité de liquide rosé. 


Le pus pulmonaire présentait un trés grand nombre de 
bacilles acido-résistants. 


2° Famille des Cervidés. 


Il existe quelques relations de tuberculose chez les Cervidés. 
H. Fox (34) la signale chez le wapiti (Cervus canadensis Erxl.) 
et le cerf cariacou (Odocoileus americanus Erxl.). 

En 1941, Schultze (82) publie une observation relative a 
un chevreuil (Capreolus capreolus L.) atteint de tuberculose 
intestinale. 

En 1937, J. Schmidt (33) a souligné la fréquence de la tuber- 
culose chez les Cervidés d’Allemagne. Les animaux les plus 
souvent atteints sont les daims (Dama dama L.), et moins 
fréquemment les cerfs (Cervus elaphus L.) et les chevreuils 
(Capreolus capreolus L.). D’aprés cet auteur, le bacille tuber- 
culeux rencontré chez ces animaux serait du type bovin. 

O. Schiel (34) [1937] a décrit un cas de tuberculose chez un 
cert (Cervus elaphus L.). Le bacille en cause était du type 


bovin. 


(81) Loc. cit. 

(32) Berl. tierirztl. Woch., 11 mai 1911. 

(33) Berl. tierdrztl. Woch., 8 janvier 1987 pelt 
(34) Berl. tierdrzil. Woch., 8 janvier 19ST epee oF 
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A deux reprises dilférentes, nous avons eu aussi l'occasion 
de rencontrer la tuberculose chez un cerf axis (Cervus axis 
Erxl.) et chez un cert de France (Cervus elaphus L.). 

Ces animaux avaient réagi positivement 4 une intradermo- 
réaction a la tuberculine. Ils avaient été isolés aussitdt. 
L’autopsie montra dans les deux cas qu’il s’agissait de tuber- 
culose généralisée; tous les organes abdominaux, foie, rate, 
ganglions mésentériques, ainsi que les poumons et les plévres 
étaient farcis de tubercules a tous les stades. 

Le bacille en cause, chez ces 2 animaux, fut identifié au 
bacille bovin. 

3° Famille des Tylopodés. 


Fox (35) cite des cas de tuberculose chez le chameau de la 
Bactriane (Camelus bactrianus L.) et le lama (Lama glama L.): 

Lucet (36) a trouvé aussi une pneumonie caséeuse d’origine 
tuberculeuse sur un lama. . 

Nous avons constaté chez un lama femelle 4gé de douze ans, 
ayant succombé a la suite d’une indigestion par surcharge, 
des tubercules sur le foie et Ja rate. Le poumon et les autres 
organes étaient normaux. 

Des frottis de ces tubercules ont montré, aprés coloration 
par la méthode de Ziehl des bacilles acido-résistants. 


4° Famille des Suidés. 


J. Schmidt (37) a rencontré fréguemment la tuberculose 
chez le sanglier (Sus scrofa L.). 


Nous ne l’avons jamais trouvée chez les Suidés que nous 
avons au Muséum. 


C. — Sous-oRDRE DES PERISSODACTYLES. 


Famille des Tapiridés. 


La tuberculose a été assez rarement signalée chez les tapirs 
de l’Inde et de Amérique. A. E. Hamerton (88) en a cepen- 


(35) Loc. cit. 


(36) Soc. Méd. Vétér. Pralique, 7 juillet 1909. 
(37) Loc. cit. 


(38) Proc. Zool. Soc. London, 2, 1935, p. 458. 
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Lima 


dant constaté trois cas en 1928 au Parc zoologique de Londres. 
Nous avons eu, en 41937, l’occasion d’en relever un cas chez 
un tapir d’Amérique (Tapirus terrestris [L.]) 

L’animal ayant fait l’objet de cette observation, était une 
femelle, bien acclimatée, qui l'année précédente avait mis 
bas un jeune, et qui était A nouveau fécondée. Elle s’était fait 
remarquer par une toux fréquente, quinteuse et séche; son 
appétit restait normal; en particulier, nous n’avions pu 
observer aucune modification du rythme respiratoire et aucune 
hyperthermie. Un matin, nous trouvons ce tapir mort. 

A lVautopsie, seuls le poumon et les ganglions bronchiques et média- 
stinaux sont altérés ; aucune lésion sur les autres organes ; la cavité 
péritonéale est absolument normale. Le poumon ne s’affaisse pas a 
louverture de la cavité thoracique, il est compact, grisdtre, et sa surface 
est soulevée par une multitude de petites saillies, toutes de la méme 
grosseur : celle d’un petit pépin de raisin. Les ganglions bronchiques 
et médiastinaux sont A divers stades de 1’évolution tuberculeuse. A la 
base des bronches, il y a une grosse masse mi-purulente, mi-caséeuse, 
entourée d’une coque fibreuse et formée par la confluence de plusieurs 
ganglions. Cette poche correspond, par un petit orifice, avec une bronche 
du poumon droit, qui est elle-méme a demi pleine de pus. Nous pensons 


que c’est l’ouverture de cet orifice, au cours de la nuit, qui a provoqué 
la mort soudaine du tapir. : 


Des frottis faits avec la paroi de l’abcés ganglionnaire mon- 
trent de trés nombreux bacilles acido-résistants. 

Deux cobayes inoculés respectivement avec 0c. c. 5 et 4 cent. 
cube du produit de broyage de cette matiére ganglonnaire 
meurent en soixante-quinze et soixante-dix-sept jours aprés 
avoir présenté, trois semaines aprés leur inoculation, des 
intradermo-réactions 4 la tuberculine positive. 

A Vautopsie, ils ont les lésions habituelles de la tuberculose 
expérimentale. Le bacille, isolé du cadavre de lun des 
cobayes, a été identifié au type bovin. 


Procédés de diagnostic de la tuberculose 
des Mammiféres sauvages en captivité. 


Le diagnostic de la tuberculose chez ces animaux peut étre 
effectué comme dans les autres espéces animales, soit par 
Vemploi de la tuberculine, soit par la réaction de fixation. 

1° TupercuLine. — La tuberculine peut étre utilisée, avec 
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succés, pour dépister la tuberculose chez la plupart des ani- 
maux sauvages en captivité, &@ l’exceplion des singes. C'est 
ainsi que la majorité des Ongulés tuberculeux réagissent fort 
bien aux cuti-intradermo et ophtalmo-réactions tuberculi- 
niques ainsi qu’d l’injection de tuberculine sous la peau. Nous. 
avons enregistré, par exemple, des intradermo-réactions nette- 
ment positives chez un cerf axis, un cerf de France, un bison, 
un lama, reconnus tuberculeux 4 l’autopsie ; par contre. cette 
méme épreuve a été négative chez un élan du Cap atteint de 
tuberculose généralisée. 

Nous avons soumis aussi, des tapirs du Pare zoologique, 
ayant été au contact d’un tuberculeux, aux réactions a la 
tuberculine. Ces réactions ont porté sur : 

1° Un tapir d’Amérique male adulte ; 

2° Un tapir d’Amérique male jeune (produit de la femelle 
autopsiée) ; 

3° Un tapir de l’Inde male adulte. . 

Voici les résultats des intradermo-réactions pratiquées sur 
chaque animal, en deux points différents : a la base de l’oreille 
et en région périnéale. 


JOURS 


1 


( Oreille 


| Périnée . . 


Oreille 


Périnée . . 


Oreille 


Inj. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 


(1) Ce sujet, moins doeile, n’a pu subir qu'une inoculation. 


Les réactions de l’ophtalmo-réaction sont comparables. 


JOURS 
| 4 

Sujet, Obie crontee scm peeue Inj. 4 

Swyet 2. Obiledroitea ss meee ; Jd, = ae 

Sujet ae Onl droite ree ne dd. et ++ 
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Linjection hypodermique de tuberculine suivie de prise 
de température n’a pu étre pratiquée que sur les sujets 4 et 2. 
Elle a fourni des résultats concordants avec les deux épreuves 
précédentes ; quinze jours aprés les ophtalmo-réactions, ces 
injections hypodermiques ont provoqué sur l’animal ayant 
réagi une vive réaction de l’cil droit (GQ. Guérin et A. 
Delattre (39). 

Ces quelques exemples montrent l’importance de l’emploi de 
la tuberculine pour déceler linfection bacillaire chez les 
Ongulés qui peuplent, en grand nombre, le Parc zoologique. 

Chez les singes, la réaction A la tuberculine a fait l’objet 
de quelques recherches. D’aprés Ed. Burnet (40) les singes infé- 
rieurs tuberculeux : M. cynomolgus, sinicus, rhesus, les cyno- 
céphales, ne réagissent pas aux cuti-intradermo- et ophtalmo- 
réactions tuberculiniques ; par contre, ces réactions locales 
seraient trés manifestes chez les chimpanzés. Pour Calmette (41) 
tous les singes tuberculeux réagissent & la tuberculine inoculée 
sous la peau. Nous avons mis a profit au Pare zoologique du 
Bois de Vincennes la présence d’un grand nombre de sujets 
tuberculeux pour rechercher, avec Nouvel, si ces animaux 
étaient sensibles aux inoculations superficielles ou aux instil- 
lations de tuberculine : cuti-, intradermo-, ou ophtalmo- 
réaction. Nous avons opéré sur 22 macaques rhesus (Macaca 
rhesus Aud.), sur 10 mangabeys enfumés (Cercocebus aethiops 
[Schreber]) et sur 25 cynocéphales (Papio hamadryas [L.]), ainsi 
que sur 5 patas (Erythrocebus patas [Schreber]), cliniquement 
tuberculeux (avec confirmation ultérieure 4 l’autopsie). Dan. 
tous les cas, ces réactions sont restées négatives. 

Chez les singes tuberculeux de la méme espéce, 1|’injection 
sous-cutanée de tuberculine aux doses de 0,5, 4 ou 1,5 ¢. c. 
provoque une réaction dermique passagére de 2° a 2°5. 

Celle-ci est fugace et irrégulitre, comme l’a déja constaté 
Burnet, méme avec des doses plus élevées de tuberculine. Elle 
peut apparaitre dés la 5°, parfois la 7° heure. 


(39) Bull. Soc. Centr. Méd. Vétér., 64, 1907, p. 375. 

(40) C. R. Soc. Biol., 73, 1912, p. 248. 

(41) L’infection bacillaire et la tuberculose chez Vhomme et les anit- 
mauz, 4° édition, 1936, revue par A. Boquet et L. Négre, Masson, éditeur, 
Paris. 
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Chez les 3 chimpanzés (Pan satyrus [L.]}) cliniquement tuber- 
culeux, l’intradermo- et la cuti-réaction ont provoqué une légére 
réaction cedémateuse, ne présentant aucune dillérence avec 
celle qui s’est manifestée sur 3 chimpanzés sains inoculés dans 
les mémes conditions. 

Par contre, l’injection sous-cutanée de tuberculine chez 
2 des animaux tuberculeux, a provoqué une réaction carac- 
téristique : hyperthermie de 1°5 a la 6° heure, qui s’est main- 
tenue quatre heures dans un cas, trois heures dans l’autre. En 
résumé, chez les singes tuberculeux des espéces Macaca rhesus 
Aud., Cercocebus aethiops Schreber, Erythrocebus patas 
[Schreber], Papio hamadryas [L.], les réactions locales a la 
tuberculine : cuti-, intradermo-, et ophtalmo-réaction restent 
négatives. L’inoculation sous-cutanée a la tuberculine provoque 
une réaction fugace et irréguliére chez ces animaux. Par contre, 
elle est constante chez le chimpanzé (Pan satyrus [L.]). Pour 
ces derniers singes, l’intradermo- et la cuti-réaction, dans les 
trois cas étudiés, ont fourni un résultat négatif, alors qu’il 
s’agissait de sujets nettement tuberculeux. 

Ces recherches démontrent donc que chez les singes et plus 
spécialement chez ceux appartenant 4 la famille des Cercopi- 
thécidés la tuberculine est difficilement utilisable pour dépister 
la tuberculose. 


2° R&eacTION DE FIXATION. — 4° Singes : L’inconstance de la 
réaction 4 la tuberculine chez certaines espéces de singes, la 
difficulté de les capturer, de les maintenir et d’observer les 
résultats d’une injection soit dermique, soit sous-cutanée 
de tuberculine nous a incité a pratiquer la réaction de fixation 
sur ces animaux. 

Nous avons utilisé la technique et lVantigéne a l’ceuf de 
Besredka. Dans la majorité des cas le sang a été prélevé a la 
veine saphéne. Le sérum chauffé 4 56° pendant trente minutes 
na été trouvé anticomplémentaire qu’exceptionnellement. 
Avec la collaboration de Nouvel nous avons procédé a ]’examen 
du sérum de 132 singes sains d’espéces différentes, & savoir 
1 magot (Macaca sylvanus [L.]), 1 chimpanzé (Pan satyrus [L.}), 
35 macaques rhésus (Macaca rhesus Aud.), 95 cynocéphales 
(Papio hamadryas [L.]) et (Papio papio [Desm.]). Dans 132 cas, 
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la réaction a été négative 129 fois (97,7 p- 100). L’autopsie de 
ces animaux n’a pas révélé de lésions tuberculeuses. 

Nous avons examiné les sérums de 183 singes tuberculeux 
appartenant aux espéces suivantes : 3 magots (Macaca 
sylvanus {L.]), 2 gibbons indochinois (Hylobates leucogenys 
[Ogilby]), 5 chimpanzés (Pan satyrus [L.]), 6 patas (Erythro- 
cebus patas |Schreber]), 4 cercopithéques grivets (Cercopithecus 
aethiops L.), 80 macaques rhésus (Macaca rhesus Aud.), 
83 cynocéphales (Papio hamadryas [L.] et Papio papio [Desm.]). 
La réaction a été positive 181 fois 98,9 p. 100). Dans deux cas, 
il a été enregistré un résultat négatif. Il s’agissait d’un 
macaque rhésus et d’un cynocéphale babouin, trés cachec- 
tiques, atteints de tuberculose généralisée et sur le point de 
mourir. L’autopsie de tous ces singes a montré des lésions 
tuberculeuses typiques, souvent trés étendues et généralisées 
des organes abdominaux, de Ja plévre et des poumons. Le 
taux des anticorps chez les singes tuberculeux que nous avons 
examinés a varié de 10 a 100 unités d’anticorps. Dans deux cas, 
nous avons cependant noté 250 unités. La similitude des 
résultats fournis par l’anatomie pathologique et ceux de la 
réaction de fixation donne, chez les singes, a4 cette épreuve 
sérologique, une valeur diagnostique des plus importantes. 

2° Autres mammiféeres sauvages : Ces animaux, en captivité, 
sont difficiles & saisir ou & maintenir. Aussi, 4 la Ménagerie 
du Jardin des Plantes, et au Parc Zoologique, nous examinons 
les sérums des animaux suspects de tuberculose en présence 
de l’antigéne & l’ceuf au lieu de faire une tuberculination dont 
le résultat est difficilement contrélable et nécessite plusieurs 
captures successives, ce qui ne se fait pas sans risques. 

Nous avons pratiqué ainsi l’examen du sérum de divers 
mammiféres (42) : 

Deux ours des cocotiers (Ursus malayanus Raffles) : deux 
réactions positives. 

Un tapir américain (Tapirus terrestris [L.]) : une réaction 
positive. 

Deux cerfs de France (Cervus elaphus L.) : deux réactions 
trés positives. 


(42) Quelques-uns de ces sérums nous ont été confiés par des véléri- 
naires parisiens en vue d’éclairer un diagnostic souvent difficile. 
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Un cerf rusa (Cervus (Rusa) unicolor Kerr.) : une réaction 
positive. 


Un gnou bleu (Connochoetes gnu Gray) : une réaction légé- 
rement positive. 

Un éléphant-d’Asie (Elephas indicus L.) : une réaction trés 
positive 

Trois lions (Felis leo L.) : deux réactions trés positives et une 
légérement positive. 

Soit, sur douze examens, douze réactions (100 p. 100). 
L’autopsie a toujours confirmé ces résultats. Dans tous les cas, 
en effet, elle a décelé des lésions tuberculeuses étendues du 
poumon et souvent des organes abdominaux, qui étaient fré- 
quemment sous la dépendance du bacille du type bovin et plus 
rarement sous celle du bacille du type humain. 

Par contre, les sérums prélevés sur des animaux sains des 
especes diverses suivantes : lion (Felis leo L.), 3 ; cerf de France 
(Cervus elaphus L.), 4; mouflons 4 manchettes (Ammotragus 
lervia, Pallas), 5 ; ours brun (Ursus arctos L.), 1 ; lama (Lama 
glama L.), 4, ont toujours donné en présence de l’antigéne a 
l’ceuf des réactions de fixation négatives (145 examens, 15 résul- 
tats négatifs, soit 100 p. 100). 


Prophylaxie de la tuberculose 
des animaux sauvages en captivité. 


L’extension que prend la tuberculose dans les Parcs zoolo- 
giques, chez divers Mammiféres et plus spécialement chez les 
singes, impose la nécessité absolue d’isoler, dés leur arrivée, 
les nouveaux pensionnaires de ces établissements. 

Au cours de leur quarantaine, ils doivent étre soumis a 
diverses épreuves : tuberculination, recherche de sensibilisa- 
trices tuberculeuses dans leur sérum et ils ne peuvent étre mis 
au contact de leurs congénéres que si ces épreuves sont néga- 
tives. 

Ces mesures s’imposent encore plus strictement si l’on veut 
soumettre a la vaccination par le BCG les animaux qui 
peuplent les Ménageries et Jardins zoologiques. Nous avons 
constaté, a diverses reprises, que dans des lots importants de 


INFECTION TUBERCULEUSE DES MAMMIFERES SAUVAGES 729 


singes directement importés de leur pays d’origine : macaques 
rhesus, d’Asie ; cynocéphales, de Guinée ; hamadryas, d’Abys- 
sinie, 4 4 5 p. 100 des sujets s’étaient infectés au cours de 
Jeur voyage. Traités par le BCG, ces animaux n’ont pu 
résister & une infection déja établie. En effet, cette vaccina- 
tion ne peut étre effectuée, avec succes, que sur des sujets 
indemnes d’infection bacillaire. 


Conclusions. 


1° Parmi les Mammiféres sauvages détenus en captivité 
dans les Ménageries et Jardins zoologiques, les singes, quelle 
que soit leur espéce, sont les plus sensibles a la tuberculose. 
Aprés eux, viennent, immédiatement, les ongulés. Parmi ces 
derniers, les animaux les plus fréquemment atteints sont les 
cervidés et les bovidés. Un certain nombre de cas de tubercu- 
lose ont été aussi signalés chez les grands félidés (lions, pan- 
théres, etc.). 

2° La répartition des types de bacilles tuberculeux isolés 
chez les singes est la suivante: sur 30 cas examinés, 
25 bacilles de type humain, 4 de type bovin, 1 de type aviaire. 

Chez les autres mammiféres, le bacille de type bovin est 
fréquemment rencontré chez les bovidés et cervidés ; le 
bacille de type humain est trouvé souvent chez les éléphants. 
Dans les autres espéces de mammiféres sauvages on décéle 
avec la méme fréquence, aussi bien le bacille de type humain, 
que celui de type bovin. 

3° La tuberculine est un excellent procédé de diagnostic 
pour les animaux sauvages de l’ordre des ongulés (bovidés, 
bubalinés, antilopinés, cervidés, etc.). Par contre, chez les 
singes, et plus spécialement chez ceux rentrant dans les 
familles des cercopithécidés : cercopithéques, mangabeys, cyno- 
céphales divers, macaques, etc., la réaction a la tuberculine 
est inconstante et fugace. 

4° La réaction de fixation pratiquée avec un bon antigéne 
tuberculeux parait étre la méthode de choix pour dépister la 
tuberculose chez les singes ; elle peut étre utilisée aussi, avec 
succes, chez les autres mammiféres sauvages. 
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»° La prophylaxie de la tuberculose des animaux sauvages 
en captivité ne peut étre obtenue que par des mesures sévéres : 
isolement absolu des animaux a leur arrivée, puis tuberculi- 
nation ou recherches de sensibilisatrices tuberculeuses dans 
leur sérum. Ils ne doivent étre mis au contact de leurs congé- 
neres que si ces épreuves sont négatives. 


LA MICROBIOLOGIE GCOLOGIQUE 
SES PRINCIPES — SON PROCEDE (1) 


par S. WINOGRADSKY. 


« Il me parait nécessaire de reprendre au poinl 
de vue de ces nouvelles idées tout ce qui concerne 
la nitrification. » 


PASTEUR (1862). 


La phrase de Pasteur que nous citons en épigraphe sur ce 
rapport, n’est qu’une remarque en petit texte au bas de la 
page dans la note des C. R. Ac. Sc. sur les Mycodermes (1862). 
Elle nous fait l’effet d’un premier trait de lumiére pénétrant 
dans un domaine obscur. On est donc porté & y voir l’origine 
lointaine des recherches, dont nous allons rappeler les prin- 
cipales phases de développement. C’est que, malgré son carac- 
tére peu alfirmatif, elle énonce une suggestion qui amorcera 
les études sur la nitrification, le phénoméne le plus général et 
le plus caractéristique des milieux naturels ; et ce sont ces 
études qui ont été le point de départ d’une longue suite de 
recherches sur la microbiologie du sol et qui en ont établi les 
premiers fondements. 


Apercu historique. 


Comme on le sait, le Maitre n’a jamais repris le sujet. Il n’a 
pas été repris, non plus, dans la maison de Pasteur au cours 
des longues années qui ont suivi. Cependant, la suggestion n’a 
pas été perdue, car il n’est guére douteux que les recherches 
bien connues des éminents agro-chimistes Schloesing et 
Miintz, ont été inspirées par elle. Leurs travaux ont eu le mé- 
rite d’avoir démontré la nature biologique du phénoméne brut 
de la nitrification. Les auteurs ont tenté d’aller plus loin en 
tachant de découvrir ]’agent spécifique du processus d’oxy- 
dation, et ils ont cru l’avoir isolé; mais la tache n’était guére 


(1) Rapport présenté le 28 octobre 1938 au premier Congrés des Micro- 
biologistes de langue francaise, A Paris. 
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réalisable & cette époque, faute de méthode appropriée. Aussi 
leur ferment nitrique est resté un étre plutdt hypothétique, 
les caractéres qu’ils lui attribuent n’ayant aucune ressem- 
blance avec ceux des agents réels du phénoméne, découverts: 
plus tard. 

En vérité, l’existence d’un agent microbien spécifique ne 
ressortait nullement des expériences des agro-chimistes fran- 
cais, ce que les critiques n’ont pas manqué de relever ; le seul 
résultat indéniable du travail était d’avoir établi le fait que 
ce phénoméne d’oxydation est agencé, d’une maniére ou 
d’une autre, par l’activité des organismes. 

En Jaissant donc de cété les données microbiologiques que 
le travail a apportées (qui ont été jugées positives durant un 
certain temps), son mérite principal est d’avoir posé nette- 
ment un probléme agro-biologique de premiére importance, 
en appelant ainsi les microbiologistes a l’étudier au moyen 
de leurs méthodes. ; 

Le méme mérite concernant d’autres problémes agro-biolo- 
giques doit étre reconnu aux remarquables travaux des chi- 
mistes et agro-chimistes francais : Boussingault, les Schloesing, 
pére et fils, Miintz, Déhérain, Maquenne, André et autres. 

En 41883-1892, les travaux de Berthelot sur la fixation 
de l’azote atmosphérique, question encore vierge a cette époque 
ont attiré l’attention générale, grace 4 l’importance du sujet, 
a l’autorité du grand chimiste, & ses nombreuses notes et mé- 
moires qui se suivaient & une cadence rapide, et & la polémique 
passionnée avec Schloesing qu’ils provoquaient. Parti d’une 
idée générale d’une justesse évidente, que la « réserve natu- 
relle des composés azotés tendrait & diminuer s’il n’y avait 
pas de causes compensatrices »... .« il faut done qu’il existe 
des actions inverses capables de fixer l’azote », —- il commence 
& attribuer l’action présumée a un facteur physique qui serait 
Vélectricité atmosphérique. Mais dans la suite il parait s’en 
désintéresser, au profit d’un autre facteur qui est « l’action 
sourde et incessante des sols argileux et des organismes qu’ils 
renferment ». De quels organismes s’agit-il ? Les algues, par- 
ticuliérement les Diatomées, sont vaguement incriminées. 
Plus tard, probablement sous |’influence de recherches parues 
en Allemagne et en Hollande sur la fixation symbiotique 
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(Hellriegel et Willfart, Beijerinck, 1886-1888), ses idées ten- 
dent a se fixer sur les microbes comme agents du phénoméne. 
Pour prouver définitivement leur role, il s’adresse & M. Gui- 
gnard, botaniste, pour lui isoler au moyen de la méthode des 
plaques de gélatine, quelques colonies bactériennes, dont il 
Se sert pour ses expériences de fixation ; il croit alors pouvoir 
conclure « qu’il existe des microbes d’espéces fort diverses 
exempts de chlorophylle et aptes a fixer l’azote, spécialement 
certaines bactéries du sol » (4). 

On appréciera les efforts si persévérants du grand savant 
pour élucider un probléme d’économie mondiale ; on sera tout 
de méme obligé de reconnaitre que la méthode pour le faire 
avancer lui manquait. Les données qu’il apporte, aucun micro- 
biologiste ne saurait les prendre au sérieux, de méme qu’il ne 
reste rien de ses arguments d’ordre analytique aprés la cri- 
tique sévére de Schloesing. 

Le travail de Schloesing fils et Laurent est, enfin, & men- 
tionner, si remarquable par sa méthode gazométrique, appli- 
quée au phénoméne de la fixation, mais qui ne donne aucune 
réponse a la question de savoir, quels sont ses agents 
microbiens. 


Si les premiceres recherches sur les plus importants pro- 
blémes agro-biologiques ont été exécutées en France par des 
chimistes assez peu versés dans la technique microbiologique, 
les roles apparaissent invertis chez les bactériologistes de 
Vécole de R. Koch en Allemagne : 1a une technique presti- 
gieuse a été élaborée que l'on connait, susceptible d’une large 
application dans toutes les branches de la Microbiologie. 

En dehors des questions de pathogénie et d’hygiéne on s'est 
empressé de l’appliquer 4 l'étude du sol et des eaux, non seu- 
lement au point de vue sanitaire, mais encore au point de vue 
de la densité et de l’activité de leur microflore. De 1886 
4 1891 on trouve, principalement dans Z. {. Hygiene, plusieurs 
recherches consacrées & ce sujet (Frankel, Heraeus, Reimers, 
Fiilles). Leurs données concernant la densité des germes dans 


st 


le sol sont instructives & rappeler, pour montrer a quelles 


(1) Toutes les phrases entre parentheses sont des citations textuelles. 
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erreurs peuvent conduire les formules toutes prétes dans une 
jeune discipline. Ainsi, Friinkel, qui a paru faire autorité 
dans la question et qui se servait de tubes roulés (Rollréhr- 
chen), de gélatine nutritive, cite 80.000 germes comme mini- 
mum, 950.000 comme maximum par 1 gramme de terre ; 
d’autres chercheurs trouvent ces chiffres trop bas, leurs 
maxima ayant atteint 2 & 3 millions. Si lon pense qu’on 
compte actuellement au moyen de la méthode microscopique 
directe les germes par milliards pour un gramme, on aura la 
mesure de |’efficacité du procédé. 

Dans la suite, la gélatine a été remplacée par la gélose, des 
formules plus avantageuses ont été imaginées, qui ont élevé 
de plus en plus le chiffre des densités des germes dans le sol. 
jusqu’a des dizaines et méme une centaine de millions : 
nombres qui restent tout de méme trés inférieurs a la réalité. 

On reconnaitra pourtant que la méthode de R. Koch a 
permis d’isoler rapidement des milieux naturels un grand 
nombre d’espéces microbiennes ; mais que ces espéces, dociles 
a la méthode, étaient de celles qui attaquent les matiéres pro- 
téiques ou, en général, l’aliment azoté. U n’en pouvait étre 
autrement, & cause de la composition du milieu-type que l’on 
employait : bouillon de viande, gélatine et gélose & bouillon 
de viande peptoné. En le chargeant de ces aliments substan- 
tiels, on croyait le rendre universel, au point que s’il restait 
stérile, ou peu peuplé, on concluait a l’absence ou a la 
pénurie des germes. 

C’était aller décidément trop loin, en méconnaissant |’exis- 
tence d’une multitude d’espéces, dont l’cecologie est toute 
différente, et qui sont de nature réiractaire 4 ce régime ; 
c’ était aussi ne pas tenir compte des conditions des milieux 
naturels, qui ne peuvent offrir a leurs populations micro- 
biennes de bons aliments mais, comme régle générale, que des 
substances dégradées. 

La multitude de microbes, principalement de bactéries, que 
la méthode a permis d’isoler ont été dilférenciés par leurs carac- 
teres de culture sur milieux-standard, dans des conditions 
toutes différentes de celles qui dominent dans les milieux natu- 
rels. On les tient pour responsables en bloc des phénoménes 
généraux — décomposition des matiéres organiques ternaires 
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et quaternaires avec dégagement d’acide carbonique et d’am- 
moniac — dont le sol est le sidge. 


Passons maintenant & une autre ligne de recherches, qui 
Se sont déroulées parallélement avec celles que nous avons 
mentionnées, mais en dehors de toute formule rigide. 

En 41887 a paru le travail de S. Winogradsky sur les Sulfo- 
bactéries, un groupe qui habite les eaux chargées d’hydrogéne 
sulfuré, de préférence les sources sulfureuses. I] apparut que 
leur 6nergétique ne cadrait avec aucune des notions physio- 
logiques acquises de l’époque. En effet, ces notions ne pou- 
vaient faire prévoir d’aucune maniére l’existence de microbes 
oxydant le HS, déposant des gouttelettes de soufre colloidal 
dans leurs cellules, puis brilant le soufre avec dégagement 
d’acide sulfurique ; le carbone organique ne jouant aucun role 
dans les processus énergétiques de ces Schwefelbakterien ou 
Suljobactéries, qui pullulent de préférence dans les eaux qui 
en sont dépourvues, ou presque. 

Tout aberrant que ce biotype puisse parattre, il y avait 
des raisons de chercher des cas analogues, quand il s’agissait 
d’oxydation de corps inorganiques ayant lieu dans des condi- 
tions susceptibles d’agencement biologique. Ce fut alors le 
tour des bactéries des eaux ferrugineuses, les Leptothria, 
lesquelles absorbent le carbonate de protoxyde de fer, pour 
l’oxyder en hydrate ferrique qui s’accumule dans les gaines 
que les filaments sécrétent. 

Il paraissait ensuite logique de rechercher, si l’agent bacté- 
rien encore hypothétique de la nitrification n’appartenait pas 
A ce type nouveau des inorgoxydants. Ce serait 1a l’explication 
de l’échec de tant de chercheurs, qui se sont appliqués a 
Visoler, sous l’influence du travail de Schloesing et Mintz. 
On sait que cette idée préconcue s’est pleinement réalisée. 
Deux groupes d’agents microbiens ont été découverts, lun 
présidant a la nitritation de l’ammoniac, l’autre a la nitra- 
tation du nitrite formé. Il s’agissait cette fois non d’orga- 
nismes, dont l’existence est rattachée a des habitats spéciaux, 
mais d’agents bactériens, dont I’activité s’étend a toute la 
surface du globe. 

Ces microbes, plus facilement maniables, ont permis d’éta- 
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blir les caractéres d’un nouveau type physiologique avec 
toute la précision nécessaire. On s’est assuré que leur 
nutrition est enti¢érement inorganique, que la seule source 
de carbone qu’ils utilisent est acide carbonique, assimilé par 
chimiosynthése, que les meilleurs aliments organiques n’exer- 
cent qu’une action inhibitoire sur leur végétation et sur leur 
activité, A la maniére des antiseptiques. Le type physiologique 
des aulotrophes, comme on dit maintenant, a été ainsi consti- 
tué, ouvrant un nouveau chapitre de la microbiologie, en 
méme temps que de la physiologie générale. 

Le rapporteur a cru devoir rappeler cette suite d’anciens 
travaux, pour mieux faire ressortir les idées qui les ont 
inspirés et qui ont joué dans la suite un rdéle décisif dans le 
développement de notre discipline. Ce fut Vidée de la spécia- 
lisation des fonctions dans le monde des microbes qui com- 
mandait d’éviter les formules générales ; de varier, par contre, 
largement les conditions du milieu, dans le but de sélectionner 
les agents spécialisés, par Veffet méme d’un milieu propice a 
Vexercice d’une fonction spéciale. Bref, c’était le principe de 
la culture élective, suivi en fait dés le début, mais nettement 
formulé en 1895 dans le travail sur « ]’Assimilation de l’azote 
libre de ’atmosphére par les microbes » qui a dirigé ces recher- 
ches (Arch. des Sciences Biologiques de Pétersbourg, 3, 18953). 

Nous en tirons le passage qui suit : « Comme dans mes 
recherches antérieures sur les microbes du sol, j’ai eu recours 
dés le début (de ce travail) & la méthode de culture éleciive 
(ital. dans l’original) qui m’a rendu plusieurs fois de bons 
services. Ce terme que j’emploie ici pour la premiére fois, 
quelques mots suffiront pour l’expliquer. 

« La culture est élective quand elle ne présente de condi- 
tions favorables qu’a la manifestation d’une fonction déter- 
minée... Plus ces conditions seront étroites, exclusives en 
quelque sorte, plus l’espéce qui est douée de cette fonction 
sera favorisée aux dépens de microbes étrangers aux phéno- 
ménes auxquels la vie dans ce milieu sera rendue impossible 
ou du moins trés difficile. Ainsi secondé dans la lutte pour 
existence, le microbe spécifique prédominera A tel point dans 
les cultures, qu’il sera facile de le découvrir, et ensuite de 
s’en rendre maitre » (loc. cit., p. 302). 
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Rappelons que par ce travail une premicre espéce micro- 
bienne capable de fixer l’azote moléculaire, a été isolée. 

Six ans plus tard Beijerinck, dont les recherches sur les 
bactéries des nodosités des légumineuses ont a cette époque 
particuliérement attiré l’attention, formule le méme principe 
en termes quelque peu différents : « Dans la phase actuelle 
du développement de la Microbiologie... les expériences rela- 
tives a l’accumulation des microbes ont une importance toute 
particuliére. Elles ont pour but d’isoler et de développer d’un 
mélange d’organismes les plus divers, les espéces et variétés 
adaptées 4 certaines conditions vitales déterminées d’avance. 
Il se forme ainsi des amas semblables & ceux que la nature 
présente en quelque sorte elle-méme...» (Expérience relative a 
V’accumulation des bactéries de l’urée. Arch. Néerl., 7, s. 2, 
1902. Méme travail : Anhiiufungsversuche mit Ureumbakterien. 
Zenirbl. f. Bakt., 7, s. 2, 1901.) 

Rappelons qu’a cette époque ce savant a réussi a isoler 
deux espéces d’Azotobacter, dont la fonction fixatrice, non 
reconnue par lui, a été démontrée par d’autres expérimenta- 
teurs et confirmée par lui-méme plus tard. 

Comme on le voit de ces citations textuelles, le principe de 
la méthode est identique. Elle ne recommande aucune for- 
mule, ce qui serait contraire a son esprit, mais elle indique 
la voie & suivre pour découvrir les agents microbiens des 
différents phénoménes dont le sol est le siége. Ce principe 
s’est montré d’une grande fécondité. L’élan qu’ont pris les 
recherches sur la microbiologie du sol en témoigne assez clai- 
rement. Pour en donner une idée, le rapporteur a cru utile 
d’ajouter une liste bibliographique d’une partie des travaux 
qui embrassent la fin du siécle dernier et les vingt années du 
siécle courant. Sans prétendre épuiser la bibliographie entiére 
de cette branche de microbiologie au cours de 1’époque indi- 
quée, cette liste suffit pour illustrer le mouvement de recher- 
ches qui a porté principalement sur la nitrification, la fixation 
d’azote et les autotrophes. On n’y trouve pas les travaux sur 
Ja fixation symbiotique, ainsi que sur d'autres sujets, pour 
ne pas trop allonger la liste. Du reste, les recherches sur les 
radicicoles se présentent plutét en marge du sujet de notre 


rapport. 
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Le fait, enfin, mérite l’attention des membres de |’Associa- 
tion que l’on ne trouve dans la liste que trés peu de travaux 
exécutés par des microbiologistes francais, qui n’ont pris ainsi 
aucune part active dans le mouvement de ces recherches. 


~ 


Critique de la méthode courante. 


On comprend que sans le bref apercu historique, que le rap- 
porteur s’est permis d’introduire dans son rapport, il aurait 
été difficile de faire le bilan d’une longue période de travail 
collectif, pour déterminer le point, ot il nous a conduit, et 
surtout pour juger s’il sera possible, en persévérant dans la 
méme direction, d’arriver & une compréhension de 1|’activité 
microbienne dans la nature, ce qui est, bien entendu, le but 
que se proposent les recherches de laboratoire. 

Aussi importe-t-il de noter, dans l’ordre historique, que 
lessor que les recherches en question ont pris, en éveillant 
les meilleures expériences, s’est ralenti, en quelyue sorte, vers 
la fin de la période indiquée, et que ]’enthousiasme des débuts 
a fait place & quelque désappointement, dont on trouve plu- 
sieurs échos dans la littérature de ]’époque. 

I] n’en pouvait étre autrement, car il est clair pour tout 
esprit critique que ces recherches, exécutées d’aprés le pro- 
cédé courant de la Microbiologie générale, n’ont pu nous faire 
connaitre qu’un grand nombre de types microbiens, tels qu’ils 
se présentent en évoluant en dehors de leur habitat et des con- 
ditions habituelles de leur existence. Quelques-uns d’entre 
eux sortaient des rangs, la méthode élective ayant réussi a les 
trouver doués d’une activité spécifique, le reste, notamment 
les microbes des numérations (total counts), formant une 
masse extrémement nombreuse et assez confuse quant a leur 
role dans les milieux naturels. On a pu douter avec raison 
que les phénoménes microbiens de nos cultures soient 
identiques aux activités microbiennes dans la nature, cela au 
triple point de vue ae la composition, du milieu, des condi- 
tions de l’ambiance et de l’agent microbien luii-méme. 

Quant A la composition du milieu nutritif artificiel A base 
de protides et de glucides, en concentration de l’ordre de 


LA MICROBIOLOGIE OECOLOGIQUE 739 


i 


1 a 2p. 100, il est évident qu’elle n’est guére comparable a 
celle du milieu sol et eaux, ot les bons aliments manquent 
trés généralement, remplacés par des aliments médiocres ou 
mauvais, encore qu’en concentration trés faible. 

Encore moins comparables sont les conditions de l’am- 
biance. Au laboratoire, il y a culture pure, obéissant aux prin- 
cipes immuables de la Microbiologie générale; dans les habitats 
naturels, par contre, mélange extrémement complexe d’espéces 
variées. Il est clair que, dans le premier cas, libre carriére est 
donnée & toutes les possibilités physiologiques, au gré de 
lexpérimentateur, qui dispose de moyens pour forcer l’espéce 
& exercer toutes les fonctions polentielles compatibles avec 
son existence. Protégée de la compétition, elle s’y prétera 
plus ou moins facilement selon les cas, et il en résultera une 
caractéristique plus ou moins large, comprenant des fonctions 
variées. Par contre, il ne saurait étre question de largeur au 
sein du milieu naturel, particuliérement le sol, ot toutes les 
activités sont strictement limitées par des compétitions 
puissantes et variées. Elles le sont d’autant plus que le sol 
normal est généralement pauvre en aliments organiques, au 
point qu’une grande partie des microbes qui le peuplent sont 
voués périodiquement & l’inactivité, d’ot: ils ne sortent qu’au 
moment précis ot Je milieu s’enrichit d’une dose éphémére de 
matiére organique, et c’est alors le plus adapté a l’attaquer 
qui pullulera & ses dépens. Par conséquent, ce n’est pas la 
faculté du microbe d’exercer une certaine fonction, dont il est 
capable en culture pure, mais ce sera la compétition qui déci- 
dera de la répartition des réles et qui réglera les activités de 
la communauté microbienne. En présence de cette commu- 
nauté, ot toutes les aptitudes sont trés probablement repré- 
sentées, ce ne sera donc qu’une aptitude spéciale, la fonction 
de prédilection qui comptera, et ce n’est que cette fonction 
qui devra étre envisagée comme la fonction naturelle de 
l’espéce au sein de son milieu. 

Enfin, la variabilité bien connue des organismes en ques- 
tion ne permet pas d’admettre l’identité des espéces micro- 
biennes domestiquées dans nos laboratoires, nourries au 
cours de longues années avec des aliments essentiellement dif- 
férents de ceux qu’elles trouvent dans la nature, et dans une 
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ambiance artificielle, avec leurs prototypes sauvages. Le fait 
que les souches cultivées s’en écartent facilement, présentent 
des variations de formes diverses plus ou moins stables, ou 
subissent des mutilations, a 6té si souvent observé qu’il parait 
inutile d’y insister. 

En résumé, le procédé de la Microbiologie générale a eu le 
mérite de différencier et d’isoler un nombre trés important 
d’espéces microbiennes peuplant les milieux naturels, d’en 
découvrir méme des types intéressant le plus l’économie du 
elobe, mais ce procédé s’est montré impuissant 4 explorer les 
conditions de leur activité dans la nature, c’est-d-dire- leur 
cecologie. 

Il est vrai que leecologie des nitrificateurs, d’autres auto- 
trophes, parait réduite a la présence de la matiére inorga- 
nique qu’ils oxydent ; toutefois, méme dans ce cas, cette con- 
dition principale n’est pas la seule. 

Le cas se complique énormément, aussitét qu ‘ils ‘agit des 
hétérotrophes, ot il y a toujours latitude trés grande dans le 
choix des aliments. Dans ce cas, le seul fait d’une pullulation 
provoquée par certain aliment ne nous renseigne que sur 
l’une des conditions de leur activité au laboratoire, sans nous 
dire beaucoup sur leur comportement dans la nature. 

L’historique de nos connaissances sur les Azotobacter, qui 
ont attiré tant d’études au cours des trente-cing ans révolus 
depuis leur découverte, est particuliérement instructif sous ce 
rapport. Leur culture, d’aprés la formule de Beijerinck, était 
toujours conduite sur mannite ou glucose, choisis évidemment 
en qualité de bons aliments, et l’abondance des cultures parais- 
sait justifier ce choix. Les études de Microbiologie générale 
se sont tenues fidélement & cette formule, ce qui ne s’explique 
que par un manque d’esprit cecologique, car il est impossible 
d’imaginer les Azotobacter vivant aux dépens’ de glucides 
dans les champs et les eaux. Au moyen d’expériences cecolo- 
giques, il a été démontré, en effet, que le biotype Azotobacter 
est adapté a des aliments de constitution simple, tels que les 
produits les plus banaux d’un grand nombre de fermenta- 
tions, alcools éthylique et butylique, sels d’acide acétique 
et butyrique ; que c’est aux dépens de ces substances 
que les souches d’Azotobacter suivent toujours une évolution 
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normale, tandis que cultivé sur glucides, le biotype subit une 
sorte de dégénérescence hypertrophique, en devenant un muti- 
lat a la suite d’une culture prolongée sur milieu & 2 p. 100 
de glucose ou de mannite. (Voir IX® mémoire des Etudes sur 
la Microbiologie du Sol. Ces Annales, 60, 1988, p. 354-400.) 


Principes et procédés de la Microbiologie cecologique. 


Dés le début des recherches du rapporteur au laboratoire 
nouvellement installé de Brie-Comte-Robert (19241), dont la 
tache était l'étude du peuplement microbien du sol et de ses 
activités, la question s’est posée de savoir, si Jes principes et 
le procédé de la Microbiologie générale suffisaient pour entre- 
prendre des recherches sur ce sujet. Les considérations qui 
viennent d’étre exposées ont conduit & une réponse négative 
et & la recherche d’une méthode nouvelle qui fut dénommée 
méthode directe. Ses bases ont été indiquées la premiére fois 
dans une conférence faite au Congrés international de la 
Science du Sol en 1925, & Rome. 

Par cette méthode on croyait pouvoir compléter le procédé 
‘de la Microbiologie générale, jusqu’a le rendre apte a |’étude 
des phénoménes microbiens, en quelque sorte, dans leur 
cadre naturel. Mais on devait compter 14 avec une idée direc- 
trice nouvelle, ou non encore suivie systématiquement, et cette 
idée imposait un procédé qui ne se conformait pas toujours 
A celui de la Microbiologie générale. Par conséquent, au lieu 
de chercher une sorte de compromis entre les deux, il parut 
plus logique et plus clair de différencier la nouvelle branche 
sous le nom de Microbiologie cecologique, en la dotant d’une 
méthode propre, indépendante de celle de la branche clas- 
sique, sauf en ce qui concerne, bien entendu, le mode opéra- 
toire commun & toutes les branches de la Science microbiolo- 
gique en général. Au cours de recherches d’une durée de dix- 
sept ans, les principes de la jeune branche se sont précisés de 
plus en plus, et c’est sous leur forme en quelque sorte défini- 
tive que le rapporteur croit devoir les présenter a ce Congrés. 


Le principe cecologique vient en téte en dominant tout le 


7+#2 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


procédé. Il implique Ja recherche des conditions d’existence 
des microbes dans la nature. La Microbiologie générale 
croyait pouvoir arriver 4 connaitre ces conditions au moyen 
de la culture élective, ou de Ja méthode d’enrichissement 
(Anhiiufungsverfahren) d’aprés la terminologie de Beijerinck. 
Ce savant a été le plus affirmatif sur ce sujet. Dans le passage 
cité p. 119 ot il définit la méthode, il pense que dans cer- 
taines conditions déterminées d’avance on a le moyen 
d’approcher de l’cecologie des types que l’on cherche & isoler. 
En réalité, ces conditions n’étaient délerminées d’avance que 
par les idées que le chercheur se faisait du phénoméne, et non 
au moyen d’expériences exécutées ad hoc. L’exemple déja 
cité concernant |’Azotobacter est particuliérement démons- 
{ratif sous ce rapport. En somme, la culture élective ne don- 
nait que le moyen de rattacher certains processus @ l’activité 
d’un type morphologique déterminé, encore que son emploi 
soit étroitement limité & des cas, ot la fonction est bien 
marquée, présentant un caractére d’exclusivité (nitritation, 
nitratation, fixation, dégradation de la cellulose fibreuse, etc.). 
Envers d’autres groupes d’organismes, dont les fonctions sont 
moins nettement délimitées, la méthode est quasi impuissante 
a dilférencier leurs activités. 

Pour pouvoir étudier les microbes au laboratoire dans des 
conditions se rapprochant, autant que possible, de leur exis- 
tence naturelle, le procédé doit répondre aux exigences qui 
suivent. 

1° Se servir pour les expériences de souches tout récem- 
ment isolées des milieux naturels, en évitant les souches de 
collection ; 

2° Les cultiver au laboratoire sur des milieux de composi- 
tion analogue, dans l’essentiel, 4 celle de leur habitat ; 

3° Tacher de maintenir leur ambiance biologique, c’est- 
a-dire de les étudier entourées de la microflore intégrale du 
milieu naturel ; 

4° Eviter de les faire passer par des milieux standard de la 
Microbiologie générale : gélose nutritive, bouillon de viande, 
pommes de terre, etc., la culture sur ces milieux, auxquels ils 
ne sont guére adaptés, pouvant provoquer un déséquilibre 
organique, suivi d’un état de variabilité ; 


? 
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3° Ne faire de la culture pure que sur un milieu conforme 
i lcecologie naturelle de l’espéce, dont le criterium le plus 
sir est la stabilité parfaite des caractéres morphologiques 
évolutifs de l’espéce. 

Une différence essentielle entre la méthode de la Microbio- 
logie générale et celle de la Microbiologie cecologique est 
encore 4 noter. La premiére ne s’intéresse, en somme, qu’aux 
résultats obtenus en culture pure, seuls acceptés par elle ; 
tandis que la méthode de la Microbiologie cecologique ne sau- 
rait se passer de la culture spontanée, caractérisée par le libre 
développement des germes des milieux naturels, qui n’est 
limité que par la compétition des formes qui composent leur 
peuplement. C’est ce genre de cultures qui sert de préférence 
aux expériences cecologiques, ot la culture pure n’est juste- 
ment d’aucune utilité. 

Il va sans dire qu’au point de vue de la morphologie et de 
la physiologie de l’espéce, la culture pure maintient toute son 
importance. 

On désignera sous le nom de cullures auaxiliaires celles qui 
ne sont employées que dans des buts techniques, telles qu’iso- 
lement ou maintien de la souche a |’abri des impuretés. 

Examinons maintenant les milieux et les procédés de cul- 
ture qui correspondent aux exigences susdites. 


LA TERRE COMME MILIEU DE CULTURE. — On a déja_ tenté 
depuis longtemps de se servir de la terre dans des recherches 
de microbiologie du sol. Mais le principe immuable de la cul- 
ture pure la faisait stériliser. Or, la terre stérilisée est bien loin 
de présenter les conditions de la terre en état naturel. Mais 
autrement l’emploi d’un milieu déja peuplé, au point de don- 
ner tant de millions de colonies sur les plaques standard, 
paraissait entiérement impossible. Une méthode moins conven- 
tionnelle que celle qui était en usage était pourtant nécessaire 
pour se faire une idée de la densité réelle des germes au sein 
du sol et de leurs caractéres. 

Ce qui importait avant tout, c’était une méthode d'examen 
microscopique du sol, enti¢rement négligé, jusqu’a la fin de la 
période de recherches dont s’est occupé notre apergu. Grace 
4A Vheureuse idée de J. Conn de se servir exclusivement de 
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colorants acides pour l’examen microscopique de la terre, if 
n’a pas 6té6 difficile d’en imaginer une, donnant des résultats 
approximatifs mais suffisants pour avoir une idée du tableau 
microscopique d’un sol donné. 

Comme résultat général de ]’examen microscopique de 
nombreux échantillons, on a constaté que le tableau du peu- 
plement d’une terre en équilibre biologique, c’est-a-dire 
n’ayant recu récemment aucune fumure, est composé princi- 
palement de formes coccoides minuscules réunies en petites. 
zooglées compactes, logées sur des flocons de gel organique. 

Mais ce tableau change avec une rapidité impressionnante, 
aussitOt qu’on incorpore a la terre quelque aliment orgamque. 
La fumure fait alors surgir des pullulations diverses, dont la 
nature dépend de la qualité de la substance ajoutée: la 
peptone éveille la végétation de bacilles filamenteux, le sucre, 
ou autre aliment ternaire, celle des Azotobacter ; ceci dans. 
le cas ot la terre est étendue en couche peu profonde et modé- 
rément humide ; dans le ces contraire, ce sont les fermenis 
butyriques, les Clostridium, qui envahissent le milieu ; une 
dose minime d’azote combiné présente ou ajoutée a la terre 
activée 4 l’effet de provoquer une pullulation bacillaire refou- 
lant l’Azotobacter, etc. Ces exemples, les plus caractéris- 
tiques, suffisent pour illustrer la maniére de se servir de la 
terre naturelle comme milieu de culture spontanée. 

Ils conduisent 4 distinguer deux microflores différentes qui se 
superposent : l’une végétant dans la terre en équilibre, pro- 
bablement aux dépens de ce résidu de décompositions 
diverses que l’on désigne de matiére humique, c’est la micro- 
flore autochtone ; l’autre, dont les pullulations surgissent 
d’une maniére quasi explosive aux dépens de la matiére orga- 
nique incorporée a la terre, peut étre désignée de microflore 
zymogéne. Celle-ci est inactive dans la terre en équilibre, 
gardant l’état de repos, de spores, qui ne sont pas colorables 
avec les colorants acides, donc impossibles a découvrir parmi 
les débris minéraux (2). 


(2) Récemment, la tendance a4 réagir contre les méthodes irop arti- 
ficielles de la Microbiologie générale a fait naitre des procédés divers, 
imaginés dans le but de pouvoir examiner directement au microscope 
les végétations microbiennes du sol, et méme a l’état vivant. Le principe 
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En résumé, ce genre de culture se montrera utile pour 
I’6tude des conditions, qui déterminent l’activité des diffé- 
rentes espéces dans le sol et leur rapport mutuel. 

Pour la technique de la méthode de la coloration et de la 
culture dans la terre, voir I mémoire sur la Microbiologie du 
Sol, Ces Annales, 39, 1923. 


LES PLAQUES DE SILICE GELATINEUSE. — L’emploi d’un gel 
minéral chimiquement indifférent est de rigueur dans notre 
branche. Il ne saurait ¢tre remplacé par la gélatine, ni par 
la gélose, laquelle est attaquable par certaines espéces et con- 
tient de faibles quantités d’azote, ce qui rend le milieu moins 
électil, quand il s’agit de fixation. La technique de la prépa- 
ration est a consulter dans le I* et le V° mémoires des études 
sur la Microbiologie du Sol. Ces Annales, 39 et 43. 

L’usage en est pratique. Préservée de la dessiccation, la 
couche de gel se conserve presque indéfiniment. Elle se laisse: 
imprégner facilement par toutes sortes de substances en solu- 
tion et enduire, émailler, par des substances en poudre, telles 
que les carbonates de chaux, de magnésie, kaolin. Sa stérili- 
sation 4 l’autoclave est possible, mais elle demande quelques. 
ménagements, ce qui n’est guére génant, le gel: par sa prépa- 
ration méme étant libre de germes, ainsi que stérile par sa 
nature. 

Il est commode de se servir de plaques en boites de Pétri 
de trois dimensions : 20, 10, 5 centimétres de diamétre. Les. 
premiéres sont chargées de 200 centicubes du mélange géli- 
fiant, les secondes de 40, les troisitmes de 10 centicubes. 

Les grandes plaques sont préférables, quand il s’agit d’isoler 


est de mettre une lame ou lamelle en contact prolongé avec de la terre 
(Rossi, Cholodny), pour examiner les empreintes des végétations micro- 
biennes qui y adhérent ; ou méme, d’examiner seulement la surface d’un 
petit bloc de terre sans déranger sa structure (in an undisturbed condi- 
tion), au moyen d’un microscope spécial qui permet de distinguer des 
touffes de mucédinées logées dans des petits creux du bloc (Kubiena). 
Ces artifices ingénieux ne permettent que d’observer, ce qu’on pour- 
rait appeler, des paysages microbiens, parfois instructifs, mais il 
est évident qu’ils ne permettent pas de pousser plus loin les études 
sur la nature, la densité, l’activité des germes qui peuplent une terre 
donnée. Pour ces recherches, une homogénéisation parfaite de 1’échan- 
tillon est, bien entendu, inévitable. 
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du sol des espéces & fonctions déterminées : nitrificateurs, 
fixateurs, destructeurs aérobies de la cellulose. Leur emploi, 
comparé aux anciennes cultures en milieux liquides, dites 
d’enrichissement ou d’accumulation, présente des avantages 
incontestables. Tandis que dans ces derniéres on aboutit a des 
mélanges souvent dilficiles 4 dissocier, on a sur les plaques 
des végétations localisées, faciles a dilférencier, parfois méme 
pures, ou presque pures d’emblée. 

La meilleure maniére de les ensemencer est de déposer sur 
la surface des grains minuscules de terre, passée par un tamis 
de 1 millimétre, que l’on attrape avec le bout d’une baguette 
étirée en fil et légérement humectée. Il est pratique de les 
ranger en lignes réguliéres 4 distance de 1 centimétre environ 
lun de l’autre, ce qui facilite le repérage. On voit alors les 
grains s’entourer de colonies caractéristiques, ce qui donne 
un moyen rapide de déterminer la densité des germes spéci- 
fiques dans le milieu d’aprés le taux des grains fertiles. 

La grande surface de la boite de Petri de 20 centimétres 
permet d’y placer commodément jusqu’a 300 grains. Ainsi 
arrangée, la plaque de silico-gel est bien comparable, dans 
Vessentiel, 4 la terre comme milieu de culture ; seulement, 
les grains de terre (laquelle posséde normalement une 
structure granuleuse) y sont espacés, entourés d’espace libre, 
ou peuvent s’étendre les végétations microbiennes. J] en 
résulte des cultures qu'on peut qualifier de spontanées, au 
méme titre que celles du milieu terre, car les unes et les 
autres proviennent de la méme source, la microflore intégrale 
du milieu. 

Ces cultures sponlanées peuvent étre employées pour tous 
les isolements des espéces du sol, en adaptant la composition 
du gel aux besoins de l’espéce. Du moment que ces besoins 
sont connus, la tache devient facile. L’isolement des Azoto- 
bacter, des vibrions de la cellulose, des nitrificateurs en donne 
les meilleurs exemples. 

Pour | Azotobacter, le gel privé d’azote combiné, recoit 
comme seul aliment (hormis les sels organiques) une faible 
dose d’alcool éthylique ou butylique, ou d’un sel d’acide 
acétique, butylique ou benzoique. (Voir VI° et IX° mémoires 
des Etudes, Ces Annales, 48 et 60.) 
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Pour les vibrions cellulosiques, on applique sur le gel, 
pourvu d’une dose de nitrate, un rond de papier filtre ; 
les grains s’y entourent de taches vivement colorées que fee 
repique sur un milieu analogue. (Voir [V° mémoire des Etudes, 
Ces Annales, 43.) é 

Pour les microbes de la nitratation, le gel, pourvu de 
dose de sel ammoniacal, est émaillé d’une couche de carbo- 
nate de chaux ou de magnésie. Les colonies y apparaissent 
comme plages de dissolution, entourant les grains. (Voir le 
VII° mémoire, Ces Annales, 50.) 

Pour les microbes de la nitratation, le gel pourvu de 
nitrite, est émaillé d’une poudre de kaolin médicinal, qui rend 
les minuscules colonies de la bactérie spécifique mieux 
visibles. (Voir le VII° mémoire, Ces Annales, 50.) 


Hormis ces agents spécialisés, il y a les nombreux microbes 
des numérations totales dont les fonctions se confondent, au 
point que l’on n’a jamais cherché & les différencier, en les cul- 
tivant tous sur le méme milieu ou a peu prés. Il va sans dire, 
pourtant, que leur étude cecologique s’impose au méme titre 
que celle des espéces dites spécialisées. 

Les épreuves cecologiques concernant ce groupe peuvent 
étre conduites, en opérant sensiblement de la méme maniére 
que quand il s’agit de cultures spontanées. 

On imprégne le gel successivement par des substances orga- 
niques variées : alcools, acides organiques, saccharides, poly- 
saccharides, corps aminés et amidés, protides, etc. Un lot est 
pourvu d’azote organique ou minéral ; un autre ne contient 
que l’aliment ternaire, sans traces d’azote combiné. 

On répand uniformément sur la surface une dose déter- 
minée, toujours minime, d’un échantillon de terre soigneu- 
sement mélangée, qui contient donc tous les germes de. sa 
microflore sans exclusion. Celle-ci réagira par des végétations 
microbiennes & l’appat d’une substance énergétique déter- 
minée ; et il est évident que la forme la plus précoce a pul- 
luler, a allure rapide, envahissante, s’imposera a l’observa- 
teur comme possédant une aptitude spéciale 4 attaquer la 
substance offerte. On pourra ainsi établir sa fonction de pré- 
dilection, qui compte seule dans le milieu naturel, oti le facteur 
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départageant les réles est la compétition ; la fonction de pré- 
dilection équivaudra donc aA sa fonction naturelle. 

Cette méthode, trés simple et rapide, donne des résultats 
assez clairs. L’observation ne dure qu’un jour ou deux, par- 
fois quelques heures seulement. Seules les pullulations les 
plus précoces intéressent les épreuves ; elles sont toujours 
homogénes ou presque, de sorte que les caractéres morpho- 
logiques se laissent saisir sans difficulté. Les pullulations 
secondaires, qui commencent @ s’infiltrer dans les pullulations 
dominantes indiqueront le moment de terminer |’épreuve. 

Sil s’agit de microbes anaérobies les plaques peuvent étre 
tenues a l’abri de I’air. 

(Voir pour tous les détails V° mémoire des Etudes, Ces 
Annales, 48). 

Ajoutons que les épreuves de ce genre peuvent servir de 
point de départ pour des expériences de microbiologie géné- 
rale, ou de biochimie, s’il s’agit de trouver dams le sol les 
agents de certaines activités chimiques ; il n’y aura alors qu’a 
repiquer les végétations dominantes et a les soumettre a une 
épuration définitive. 

Quant au milieu gélosé, plus compact et plus isolant que 
le gel silicique, il présente des avantages, quand il s’agit 
d’isoler l’espéce & Vétat de pureté compléte au moyen de la 
dispersion des germes sur la plaque. On fait également un 
usage courant des tubes de gélose inclinée, quand l’espéce se 
préte bien a ce genre de culture. 

La culture en milieu liquide est préférable pour les espéces 
aquatiques, spécialement celles dont la motilité est un état 
durable, comme chez l’Azotobacter agilis (Azomonade). Le 
milieu liquide aura une composition conforme a l’cecologie de 
l'espéce ; il sera de méme composition que la solution dont 
le gel est imprégné. On évitera, bien entendu, l’emploi de 
bouillons divers, par lesquels on fait passer les espéces micro- 
biennes dans le but d’établir leur diagnostic différentiel. 
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Article A, Boguer, ces Annales, 64, 1938, p. 479. 

Page 483, 21° ligne : au lieu de 1% décembre, lire 12 novembre; 
31 ligne : au lieu de 19 décembre, lire 19 novembre. Page 4938, 24° ligne ; 
au lieu de cent dix-huit, lire cent vingt-cing. Page 494, 31° ligne 
au lieu de 6 janvier, lire 9 janvier. Page 504, 26° ligne : au lieu de 
O mgr. 5, lire 0 mgr. 05. Page 502 : dans la 2° colonne du tableau V, 
les doses de 0,01 et 0,05 doivent étre inversées pour les souches 12, 18 


et 15. 
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I" CONGRES DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Paris; 27, 28 et 29 octobre 1938.) 


Le premier Congrés de l’Association des Microbiologistes de 
langue francaise (comprenant la section francaise de P Association 
internationale de Microbiologie) s’est tenu & FInstitut Pasteur de 
Paris, du 27 au 29 octobre. 

Nous en donnons ci-aprés le compte rendu, en suivant Vordre 
des séances et de la présentation des communications. 

Le texte des Rapports présentés au Congrés a été, préalablement 
’ la réunion, adressé A tous les membres de l’Association. Les- 
quatre rapports sont, en outre, publiés dans ces Annales, tome 64, 
n= 4.5" et 6. 


PREMIERE SEANCE 


RAPPORT 


LES ANTIGENES SOMATIQUES ET FLAGELLAIRES 
DES BACTERIES 


par Anpré BOLTVIN 
avec la collaboration de Lypia MESROBEANU, 


Le texte du rapport est publié dans la brochure adressée aux 
membres de I’Association et dans les Annales, 64, p. 426. 


Discussion DU RAPPORT. 


M. Hornus. — L’antigéne glucido-lipidique du bacille typhique 
mérite-t-il vraiment le nom d’endotoxine ? C’est un produit qui est 
toxique, mais beaucoup moins que la quantité de corps microbiens 
correspondants. L’antigéne glucido-lipidique du bacille prodigiosus: 


est presque aussi toxique que celui des paratyphiques B. 


Ss 
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Felix et d’autres ont montré le réle de Vantigene et de |’ anti- 
corps O dans la phagocytose du bacille typhique. 
Enfin, Grasset, Reilly, ont préparé des extraits totaux suscep- 
tibles d’étre détoxiqués par le formol tout en conservant en grande 
partie leur fonction antigénique : ce qui conduit a penser qu’il 
est, sans doute, un autre constituant de l’endotoxine que l’antigéne 


-glucido-lipidique. 


Toutes ces raisons font se demander s’il est bien justifié de 
confondre endotoxine et antigene glucido-lipidique. 


M. Grasset. — M. Boivin, dans son rapport (p. 36), indique ce 
qui suit : Les endotoxines ne se détoxifient pas. 

S’il est vrai qu’en faisant agir des concentrations, méme assez 
élevées, de formol sur l’endotoxine du bacille typhique, a l'état 
purifié, la détoxication n’est que difficilement réalisable et donne 
lieu a des précipitations, par contre, en uilisant comme antigéne- 
des autolysats endotoxiques, obtenus par un procédé d’extraction 
consistant en congélations répétées a basse température, la détoxi- 
cation est plus rapide et plus avancée. Enfin, en appliquant a 
Vendotoxine typhique la technique que nous avons introduite pour 
la détoxication des venins en anavenins, consistant 4 opérer la 
détoxication de ces antigénes au contact de produits d’hydrolyse 
pepsique — tel que le bouillon Martin — nous avons obtenu une 
cétoxication rapide de lendotoxine typhique par addition de 
5 p. 1.000 de formol et séjour de six semaines a 38°. 

Le dérivé antigénique formolé ainsi obtenu a conservé les pro- 
priétés antigéniques de l’endotoxine originale, ainsi que nous l’ont 
montré les résultats d’immunisation expérimentale de la souris, au 
moyen de |’émulsion originale de bacille typhique, de l’endotoxine 
typhique extraite de celle-ci et de |’ « endo-anatoxine » typhique 
dérivée de cette derniére. Un degré de protection semblable est 
cbservé chez Jes animaux immunisés avec ces divers antigénes, 
éprouvés avec des doses mortelles multiples de bacille Vi, tel que 
Ty 2, par voie intrapéritonéale. Des taux comparables d’agglu- 
linines anti-typhiques, H et O, sont, de méme, mis en évidence 
dans le sang des animaux et des sujets vaccinés comparalivement 
avec l’antigéne original constitué par l’émulsion de bacilles 
typhiques chauffés et avec l’endo-anatoxine typhique formolée. 

En ce qui concerne le réle respectif des antigenes Vi ct O du 
bacille typhique dans l’immunité anti-infectieuse, nos expériences 
sur ’immunité active au moyen de l’antigéne O et de protection 
passive avec la souche antityphique O nous ont également amené 
4 la conclusion qu’en dehors du role de l’antigene O dans les 
phénoménes d’intoxication et de la production de Vanti-endotoxine 
spécifique, cet antigéne participe également, bien qu a un degré 
moindre que l’antigéne Vi, a l’élaboration de Vimmunité anti- 
infectieuse a l’égard du bacille typhique virulent Vi. 
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Enfin, en ce qui concerne la nature de l’antigéne Vi, nos expé- 
riences (C. R. Soc. Biol., 424, 1937, p. 331) nous conduisent a 
lopinion qu’en dehors du facteur virulence proprement dit, le fac- 
leur toxicité joue également un role important dans les phéno- 
ménes observés. Ces faits tendent 4 montrer qu’au facteur « viru- 
lence » caractérisant, selon Felix, cet antigéne Vi, pourrait étre 
plus justement substitué celui de « pouvoir pathogéne » résultant 
de V’action concomitante des deux facteurs toxicité et virulence. 


M. Boivin répond a M. Hornus que l’antigéne glucido-lipidique 
d'une bactérie 4 Gram négatif représente bien, du point de vue 
quantitatif, le constituant essentiel de l’endotoxine de cette bactéric, 
comme on peut s’en assurer en éludiant comparativement la toxt- 
cité des corps bactériens tolaux, tués a 55°, et la toxicité de la 
quantité totale d’antigéne glucido-lipidique que renferment ces 
corps bactériens. 

En réponse aux observations de MM. Hornus et Grasset concer- 
nant l’action détoxifiante du formol sur les autolysats bactériens, 
action mise en évidence par M. Grasset et par M. Reilly, M. Boivin 
fait remarquer ce qui suit : 

1° Par contact trés prolongé avec du formol a 40°, un antigéne 
slucido-lipidique s’altére peu A peu : un précipité se forme et la 
toxicité de la préparation s’abaisse. Mais ce qui reste en solution 
garde, a Vunité de poids, toute la toxicité de l’antigéne initial. Il 
ne se forme pas d’anatoxine soluble. Quant au précipité, il ne 
semble pas étre antigénique. 

2° Il reste sans doute, dans les autolysats formolés, de petites 
quantités d’antigéne glucido-lipidique intact, assurant aux prépa- 
rations de M. Grasset leur évident pouvoir vaccinant. 

3° Il ne semble pas possible de titrer, avec quelque certitude, 
le pouvoir antigénique d’une préparation, par la simple considé- 
ration du taux d’anticorps dont elle peut provoquer l’apparition 
chez l’animal. C’est la un point qui a été bien mis en lumiére par 
les recherches de S. Schmidt, de Copenhague, sur la toxine diphté- 
rique modifiée par diverses substances chimiques. 

4° L’action fixatrice du formol sur les protéines des autolysats 
bactériens, en retardant la résorption de ces protéines, peut retar- 
der, par contre-coup, la diffusion des antigénes glucido-lipidiques 
dans l’organisme. 

Quoi qu’il en soit de ces remarques, cela n’enléve rien a |’inté- 
rét pratique des préparations de M. Grasset. 


Prof. J. J. van Loghem. — J’ai étudié, avec beaucoup de 
profit, admirable exposé du D® Boivin. Son rapport forme un bel 
encadrement aux travaux de l’auteur. Si j’ai demandé la parole, 
c’est pour souligner |’importance des travaux sur la structure anti- 
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génique des bactéries du point de vue général de la physiologie 
microbienne. 

_Comme je l’ai soutenu depuis des années, la variabilité bacté- 
rienne n’appartient pas au domaine de l’hérédité, mais elle repré- 
sente une fonction des bactéries, c’est-a-dire la fonction d’adapta- 
tion. De ce point de vue, mes éléves et moi-méme avons étudié la 
variabilité de la structure antigénique. Nous l’avons étudiée chez 
des microbes plus ou moins commensaux, comme le colibacille, le 
B. Proteus, et chez des microbes plus ou moins parasites, comme 
les bacilles typhiques, paratyphiques ect dysentériques. Nous avons 
trouvé que la variabilité de la structure antigénique, comprise 
comme fonction adaptative est en relation inverse du caractére 
agressif ou parasitaire de l’espéce. En général, on peut dire : plus 
une espéce est parasitaire, moins sa fonction d’adaptation est 
développée. 

Je serais heureux de connaitre les idées du D*™ Boivin sur la 
signification physiologique de la structure antigénique des bactéries 
et de savoir s’il est d’accord avec moi pour estimer que la variabi- 
lité de cette structure appartient au domaine de la physiologie 
générale des bactéries. spécialement au chapitre de la fonction 
d’adaptation. 


M. Boivin est bien convaincu que les variations de structure 
antigénique des bactéries (passage de la forme smooth a la forme 
rough, passage de la phase spécifique a la phase non spécifique, 
etc.) se distinguent nettement des phénoménes de mutation, au 
sens que les généticiens donnent a ce terme. Les variantes anti- 
géniques ne représentent que divers états possibles d’une méme 
espéce bactérienne et les limites de la variation antigénique 
comptent au nombre des caractéres spécifiques de la bactérie. 

En ce qui concerne la signification des antigénes pour les bacté- 
ries elles-mémes et indépendamment de tout rapport avec un orga- 
nisme infecté (question posée par M. van Loghem), M. Boivin 
rappelle qu’il a pu, en collaboration avec M™° Mesrobeanu, cultiver 
le bacille d’Aertrycke en lui fournissant son propre antigéne glu- 
cido-lipidique comme unique aliment plastique et énergétique. Les 
antigénes glucido-lipidiques, qui se rencontrent aussi bien chez de 
purs saprophytes que chez des bactéries pathogénes, peuvent done 
représenter une matiére de réserve. Il existe du reste, chez les 
bactéries, des enzymes capables de décomposer ces antigénes. 


Prof. Bordet. — Les travaux relatifs a VPantigene O ont beau- 
coup contribué au progres de nos connaissances concernant la 
virulence, surtout depuis que Boivin et ses collaborateurs ont pré- 
cisé la nature chimique de cet antigéne et montré qu’il est doué 


de qualités endotoxiques. ; 
On ne doit cependant pas perdre de vue que, bien souvent, 
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plusieurs propriétés microbiennes s’associent pour constituer le 
substrat de la virulence, et que ces qualités ne sont pas nécessaire- 
ment les mémes chez des espéces dilférentes. Par exemple, chez le 
colibacille, dont le type S est virulent, tandis que le type R ne lest 
pas, on constate que R est trés sensible au pouvoir bactéricide de 
Valexine, tandis que S est trés résistant (Bordet et Renaux). Cette 
tolérance de S pour l’alexine est stirement un facteur essentiel de 
sa virulence. 

On sait depuis longtemps que le microbe du charbon doil, pour 
une bonne part, sa virulence 4 sa capsule. Mais celle-ci ne suffit 
pas. On peut obtenir des races qui, introduites dans le péritoine 
de cobaye, y poussent pendant quelque temps en s’entourant de 
belles capsules ; mais, bientot, les microbes sont lysés a l’intérieur 
méme de leur capsule par les principes bactéricides de |’exsudat et 
animal survit (Robyn). La virulence exige donc a la fois la qualité 
capsulogéne et la résistance a l’influence lytique. Mais un autre 
facteur important de la virulence est le pouvoir de provoquer 
Voedéme. Ces principes cedématiants ont une valeur immunisante 
res nelte. Néanmoins, on peut obtenir des races fortement oedéma- 
liantes et qui ne sont pas virulentes (Stamatin). Le substrat de la 
virulence est sdrement fort complexe. 


M. Boivin est pleinement d’accord avec le professeur Bordet 
pour penser qu’on ne saurait ramener tout le probléme de la viru- 
lence bactérienne a une question d’antigéne O et tout le probléme 
de Vimmunité anti-bactérienne 4 une question d’anticorps O. Anti- 


géne H et anticorps H — pour ne parler que des choses bien 
connues — peuvent également jouer un réle, au moins dans cer- 


laines circonslances, comme il y a été fait allusion dans le rapport. 
D’autre part, il est bien évident que des bactéries productrices 
d’exotoxines puissantes, comme le bacille diphtérique et le bacille 
tétanique, doivent & ces exotoxines l’essentiel de leur pouvoir 
pathogénique, pendant que la défense spécifique des organismes 
immunisés repose, au premier chef, sur l’intervention des anti- 
toxines correspondantes. 
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COMMUNICATIONS 


ETUDE DES EXTRAITS TOXIQUES DE STREPTOCOQUES 
EN SERUM ANIMAL 


par L. COTONI et J. POCHON. 


On peut obtenir (J. Weld, R. Hare, nous-mémes), a partir 
-des corps microbiens streptococciques cultivés dans le milieu 
anaérobie de Weld, séparés des liquides de culture, et agités 
avec un séruim animal inactivé, un poison, qui tue la Souris et 
le Lapin exclusivement par voie veineuse. Ce poison a été ren- 
contré en particulier chez des échantillons de Streptocoque hémo- 
lytique d’origine humaine, sans d’ailleurs qu’on puisse établir 
de relation proportionnelle entre la toxicité de lVextrait d’une 
part, et le pouvoir hémolytique ou le pouvoir pathogéne, d’autre 
part, des Streptocoques utilisés. Les propriétés de ce poison le 
rapprochent étroitement de Vhémolysine streptococcique, telle 
‘qu'elle a été étudiée dans les milieux liquides additionnés de séro- 
sités, par de nombreux auteurs. On serait tenté de les identifier 
purement et simplement : mémes_ propriétés hémolytiques 
in vitro, lésions analogues produites chez les animaux, filtra- 
bilité, conservation difficile et fragilité au chauffage, altérations 
par changements d’acidité et d’alcalinité, absence de pouvoir 
antigéne chez les animaux. Mais peut-étre ce poison est-il distinct 
de Vhémolysine proprement dite, puisque l’on constate chez 
certains Streptocoques l’existence du pouvoir hémolytique et 
Vabsence de toxicité. 


ACTIVITE TUBERCULINIQUE 
DES CONSTITUANTS ORGANIQUES 
DES BACILLES TUBERCULEUX 


par A. BOQUET et G. SANDOR. 


Des expériences effectuées sur le cobaye ont permis détablir 
une distinction nette entre la sensibilité du type tuberculinique et 
la sensibilité anaphylactique 4 l’égard des protéides du bacille de 
Koch. Les recherches bio-chimiques confirment et précisent cette 
distinction. Nous avons constaté, en effet, qu’il est facile d’ obtenir 
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des préparalions exemptes de protéides, mais douées néanmoins 
de propriélés tuberculiniques. Par exemple, si l’on précipite par 
lacide trichloracétique des bacilles tuberculeux de cultures en 
milieu synthétique filtrées, les filtrats conservent une partie de 
leurs propriétés réactionnelles. En général, lorsqu’il s’agit de 
cultures relativement jeunes (cultures de cing, a sept semaines), 
le précipité fourni par l’acide trichloracétique entraine environ 
30 a 50 p. 100 de l’activité tuberculinique totale des filtrats ; dans 
les mémes conditions, l’acide phosphotungstique en milieu sulfu- 
rique se montre beaucoup plus efficace encore, car il précipite la 
totalité des substances actives. Mais, si l’on opére avec des 
cultures plus Agées, la précipitation dues substances tuberculi- 
niques par l’acide phosphotungstique reste incompléte, bien que 
les protéides et les protéoses soient enti¢rement précipités par ce 
réactif. 

Les essais de dialyse donnent des résultats analogues : imper- 
méables aux proléides, les dialyseurs habituels sont traversés par 
les substances réactionnelles, qu’il s'agisse de filtrats de culture 
chauffés ou non chauffés, ou de solutions des substances préci- 
pitées de ces filtrats par le sulfate d’ammonium a4 saturation. 
Pour empécher la dialyse des produits tuberculiniques, il est 
nécessaire d’employer des dialyseurs spéciaux qui retiennent éga- 
lement les substances dont Ja molécule est plus petite que celle 
des protéides (I. Seibert). 

Enfin, nous avons observé qu’une certaine proportion de la 
tuberculine contenue dans les corps bacillaires contracte des rela- 
tions physico-chimiques avec des substances lipoidiques. On 
arrive & rompre celle liaison par des fractionnements convenables, 
mais, au contraire de ce que l’on constate pour la tuberculine 
des filtrats de culture, la tuberculine de la fraction non lipoidique 
n’est pas précipitable par l’acide phosphotungstique en milieu 
sulfurique. 

L’activité tuberculinique des protéides bacillaires se montre 
tres stable et bien définie : quelles que soient les méthodes de 
préparation et de fractionnement employées, elle est toujours 
sensiblement la méme pour l’unité de poids d’azote protéidique. 
Cette constatation s’applique aussi bien aux tuberculines des 
bacilles du type humain qu’aux tuberculines des bacilles du type 
bovin. Mais l’activité tuberculinique des protéides bacillaires est 
plus stable que leur structure physico-chimique. Ainsi il n’y a 
aucune relation entre la dénaturation des protéides et leur activité 
tuberculinique. Pourtant, la dénaturation doit étre considérée 
comme traduisant l’effondrement de la structure physico-chimique 
originelle des protéides, structure qui les distingue, en parti- 
culier, de celle d’un mélange quelconque de polypeptides. Or, le 
protéide tuberculinique dénaturé est tout aussi actif, sinon plus 
actif, que le protéide normal. 
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Le signe le plus caractéristique d’une dénaturation d’un pro- 
téide est la diminution de sa solubilité. Ainsi le protéide bacil- 
laure que l’on précipite a partir des milieux de culture par l’acide 
trichloracétique est fortement dénaturé puisqu’il ne donne, méme 
dans la soude diluée, que des solutions fortement opalescentes qui 
déposent d’ailleurs abondamment en quelques jours. Néanmoins, 
ce protéide dénaturé est aussi actif du point de vue tuberculi- 
nique, ou méme plus actif que le protéide précipité par le sulfate 
d’ammonium, lequel est trés soluble. 

La coagulation seule parait abolir l’activité tuberculinique des 
protéides, mais il s’agit ici manifestement d’une insolubilisation 
totale. D’ailleurs, les lavages 4 l'eau du coagulum continuent A 
entrainer pendant trés longtemps des substances actives, ce qui 
tend a montrer qu’il s’agit d’un emprisonnement physique de la 
substance active dans le coagulum protéidique. 

On n’a pas réussi, jusqu’a présent, A obtenir des protéides 
bacillaires dépourvus d’activité tuberculinique, mais il semble, au 
contraire, que leurs propriétés réactionnelles a l’égard des 
cobayes tuberculeux et leurs propriétés déchainantes d’ordre ana- 
phylactique puissent étre dissociées au moins partiellement. En 
effet, l’acétylation par le céténe des fonctions amines primaires 
de ces protéides parait diminuer leur capacité de produire une 
réaction anaphylactique du derme chez les animaux préparés, 
mais elle n’affaiblit pas leur activité tuberculinique. 

En résumé, s’il n’est pas encore permis d’affirmer que la tuber- 
culine est un polypeptide (attaché aux protéides ou libre) ou une 
substance de nature chimique particuliére, on peut considérer 
comme acquis qu'elle n’est pas le protéide bacillaire proprement 
dit. 


STRUCTURE ANTIGENIQUE 
DES BACILLES TUBERCULEUX 


par G. SANDOR et W. SCHAEFER. 


Nous avons réussi a déceler dans le sérum de certains animaux 
préparés par des injections de bacilles bovins dysgoniques tués, 
un anticorps qui fixe le complément et précipite spécifiquement 
les protéides du bacille de Koch. Cet anticorps peut étre séparé 
des anticorps anti-lipoidiques et anti-polyosidiques également pré- 
sents dans ces sérums. 
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MOOIFICATION 
DES ANTICORPS ANTIPNEUMOCOCCIQUES 
SOUS L’ACTION DE LA PEPSINE 


par Pierre GRABAR. 


On admet actuellement que les anticorps sont des globulines 
parliculiéres, qui possédent des groupements caractéristiques 
réagissant spécifiquement’ avec les antigénes ou hapténes corres- 
pondants. L’étude chimique de ces groupements est difficile parce 
qu’ils sont relativement peu stables et, surtout parce que les 
molécules protéidiques dont ils font partie sont complexes. Il 
serait done intéressant d’obtenir des composés de structure aussi 
simple que possible sans altérer leur activité immunologique. 
Parmi les procédés que l’on pourrait envisager pour atteindre ce 
but, lattaque par des enzymes protidolytiques semble présenter 
cerlains avantages. Bien que de nombreux auteurs aient démontré 
que ces enzymes, employées dans des conditions habituelles, 
détruisent les anticorps, Parfentjev a réussi a purifier Pantitoxine 
diphtérigue en utilisant la pepsine dans des conditions spéciales (1). 

Dans leur étude quantitative de la réaction de floculation de 
Ramon avec la toxine diphtérique comme antigéne, Pappenheimer 

N de l’antitoxine 


N de la toxine 
au point de floculation est de 3,3-3,5 pour divers sérums et anti- 
toxines concentrées, tandis qu’il n’est que de 2,5 pour |’antitoxine 
purifiée par le procédé de Parfentjev, ce qui prouve que l’anti- 
toxine a été modifiée par la pepsine. 

Poursuivant des études sur les anticorps antipneumococciques 
nous avons recherché si une modification analogue peut étre 
observée avec ces anticorps. Des expériences préliminaires nous 
ont montré que les conditions les plus favorables pour cette étude 
sont les suivantes : pH environ 4,5, basse température (glaciére) 
et- concentration assez forte de pepsine (environ 5  milli- 
grammes d’N de pepsine pour 100 milligrammes d’N protéidique). 
Une solution d’anticorps antipneumococciques type I et II, pré- 
parée par la méthode de Felton en partant d’un. sérum de cheval 
immunisé contre ces germes, a été soumise Aa l’action d’une solu- 


et Robinson (2) ont constaté que le rapport 


(1) U. S. Parent, n° 2065196. Porr vient de publier (Brit. J. Exp. 
Path., 49, 1938, p. 245) un travail ou il indique aussi que l’antitoxine 
peut étre purifiée par l’emploi de pepsine. 

(2) A. M. Papprnnemmer et E. S. Ropinson. Journ. of Immunol., 32, 
1937, p. 291. 
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TABLEAU. 


B 


Polysaccharide employé pour la précipilalion (SI), en milligramme : 
0,025 10,05 10,075|0,4 | 0,04 | 0,02 10,04 10,08 | 0,01 | 0,02 10,04 | 0,08 


Azole des anlicorps dans le précipilé spécifique, en milligramme : 
0,239 | 0,402 | 0,535 | 0,620 | 0,056 | 0,098 | 0,168 | 0,282] 0,106; 0,178 | 0,2841 0,363 


Rapports R : 
9,6 [8,0 [7,1 [Bets SI.[5,6 14,9 | 4,2 (ExedsS1.110,6 [9,0 | 7,4 | BxcisSI. 


Azote des proléides tolaux, en milligrammes pour 100 cent. cubes de solution : 


148 89 | 


A, solution d’anticorps + pepsine avant la digestion; B, méme solution aprés cing jours de 
digestion; C, solution A diluée de maniére a avoir une concentration en azote, précipilable par 
un faible excés de SI, voisine de celle de B. 


tion de pepsine cristallisée (8). Des prélévements faits immédia- 
tement aprés le mélange et aprés cing jours de digestion nous 
ont permis de doser, aprés alcalinisation (pH = 8,2) pour détruire 
la pepsine et neutralisation consécutive, d’une part, l’azote pro- 
téidique tolal (produits précipitables par l’acide trichloracétique 
a 2,5 p. 100, a chaud) et, d’autre part, l’azote des anticorps pré- 
cipité par des quantités croissantes du polysaccharide corres- 
pondant (4). Les résultats obtenus dans cette expérience 
(v. tableau) montrent qu’un quart environ des protéides totaux 
ont été transformés en produits ne précipitant plus par |’acide 
trichloracétique, qu’une partie importante des anticorps a été 
détruite, et que les anticorps restants ont été profondément modi- 
fiés. En effet, les rapports 

milligrammes d’N anticorps dans le précipité spécifique 

milligrammes de polysaccharide employé 


i 


ont été diminués presque de moitié 4 la suite de |’action pepsique. 
Ainsi la méme quantité de polysaccharide précipite une quantité 
d’azote plus petite aprés ]’action de la pepsine sur les anticorps. 

Ce fait ne peut pas étre dt 4 la diminution de Ja concentration 


(3) Nous adressons nos remerciements a2 MM. les D™* J. Northrop 
(Rockefeller Institute, Princeton) et M. Heidelberger (College of Phy- 
sicians and Surgeons, New-York) pour leurs conseils et les préparations 
qu’ils ont mises a notre disposition. 

(4) D’aprés M. Hemrierrcer et F. Kenpaty. J. Exp. Med., 64, 1935, 
p 559: 
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des anticorps, puisque, d’une part, on sait que les rapports R 
ne sont pas modifiés par dilution et que, d’autre part, les effets 
de solubilité ne peuvent intervenir ici que d’une fagon minime 
(v. aussi colonne C du tableau). On pourrait supposer que les 
précipités spécifiques obtenus avec les solutions d’anticorps 
avant le début de la digestion contiennent, outre l’azote des anti- 
corps, des composés azotés non spécifiques, ces derniers étant 
éliminés par la digestion. Mais une telle supposition ne cadrerait 
pas avec de nombreuses expériences faites par divers auteurs 
démontrant le non entrainement de substances non spécifiques 
dans les précipitations. I] est, par contre, possible que la diges- 
tion pepsique atltaque surtout dans la molécule d’anticorps une 
fraction n’ayant que peu ou pas de groupements réagissant spéci- 
fiquement avec Vhapténe, la partie qui subsiste est au contraire 
riche en ces groupements, d’ot. modification des rapports R dans 
les précipités spécifiques. Nous espérons que nos recherches en 
cours d’exécution nous permettront de vérifier cette hypothése. 


MODIFICATION DES PROPRIETES ANTIGENIQUES 
DES DIVERS MICROBES 
EN FONCTION DE LEUR STADE DE DISSOCIATION 


par N. KOSSOVITCH. 


L’auteur étudie les modifications sérologiques des propriétés 
antigéniques des formes « R » et « S » et des types intermédiaires 
des bacilles Eberth, Para A, Para B, ayant subi la dissociation 
spontanée. 

L’auteur préconise la technique sérologique ulilisée par lui pour 
établir le rapport quantitatif entre les formes « R » et « S» dans 
une culture mélangée. 


ETAT ACTUEL DE LA VACCINATION ANTITUBERCULEUSE 
PAR LE CHIMIO-VACCIN 
ET PAR D'AUTRES FRACTIONS ISOLEES 
DU BACILLE TUBERCULEUX. 


par Mrcnen MACHEBOEUF et Josrps DIERYCK. 
En commengant nos recherches sur la vaccination antitubercu- 


leuse, nous nous étions proposé d’extraire aux corps bacillaires 
le plus possible de substances non antigéniques tout en leur 
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laissant leurs antigénes ; nous espérions ainsi obtenir une prépa- 
ration de haut pouvoir antigénique dans laquelle les antigénes 
nauraient pas leurs activités masquées ou diminuées par des 
substances inertes ou méme génantes. 

Nous avons vu que l’on pouvait, par une technique appropriée 
(acétone pure et neutre, puis éther anhydre) enlever aux bacilles 
la plus grande partie de leurs lipides et de leurs acides gras sans 
extraire les hapténes, ni les antigénes. Nous avons vu également 
que les alcools éthylique et méthylique, a froid et surtout a chaud, 
enlévent une partie des hapténes lipidiques et altérent les anti- 
génes protidiques. Nous nous sommes convaincus que |’action des 
alcools réside surtout dans la dislocation de cénapses lipido- 
protéidiques avec libération de l’hapténe lipidique ; pour ce motif, 
leur emploi est a éviter. 

Ayant ainsi délipidé partiellement par l’acétone froid, puis par 
léther, des bacilles tuberculeux, nous avons obtenu des corps 
microbiens possédant encore tous leurs antigénes; ils étaient 
capables de faire naitre in vivo des précipitines et des sensibili- 
satrices bien mieux que ne peuvent le faire des bacilles entiers 
simplement tués. Etaient-ils vaccinants ? Pour le savoir, nous avons 
préparé des émulsions (dans l’eau salée 4 9 p. 1.000) de ces corps 
bacillaires et nous les avons injectées a des animaux (lapins et 
cobayes) par diverses voies (veine, péritoine, tissus sous-cutanés), 
a des doses variables. 

Ceci nous a montré tout d’abord que la meilleure voie d’intro- 
duction était ]a voie intraveineuse, la voie sous-cutanée étant la 
moins favorable. Cette premiére série d’expériences a prouvé que 
notre préparation est douée de nettes propriétés vaccinantes et nous 
avons dénommée chimio-vaccin (1). Les animaux préparés par 
une série de 6 a 8 injections de chimio-vaccin, puis soumis a 
l’infection par voie endoveineuse, présentaient une survie un peu 
supérieure au double de celle des animaux témoins (1935). 

Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons diminué la 
dose d’épreuve, dans le but de voir évoluer une infection moins 
brutale que celle précédemment étudiée. Les animaux témoins sont 
tous morts en huit mois ; quant aux vaccinés, |’un est mort au 
huitiéme mois, trois au vingt-quatriéme mois, un fut sacrifié aprés 
vingt-huit mois et tous les autres survivent encore a I’heure 
actuelle (vingt-neuf mois). Chez ]’animal sacrifié, nous n’avons 
trouvé aucune lésion tuberculeuse évidente. 

Grace au chimio-vaccin, nous avons donc réalisé une vaccination 
trés notable du lapin. 

Dans une troisiéme série de recherches, nous nous sommes 
demandé si ces propriétés vaccinantes étaient liées a des sub- 
stances hydrosolubles. L’extrait aqueux de bacilles partiellement 


(1) Macnesorur (M.) et Dierycx (J.). C. R. Acad. Sc., 202, 1936, 164. 


aes 
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délipidés s’est révélé pratiquement inactif comme vaccin. Les pro- 
téides hydrosolubles de cet extrait aqueux ne poss¢dent donc pas 
de pouvoir vaccinant ; ils ont cependant une certaine activité anti- 
génique : ceci prouve que le pouvoir vaccinant appartient a des. 
antigénes que .n’enlévent a froid aux bacilles ni l’acétone, ni 
l’éther, ni l’eau. 

L’essai de notre chimio-vaccin chez le lapin nous ayant donné 
de trés nets résultats, nous l’avons essayé chez le cobaye ; ces 
essais sont encore en cours, mais des essais préliminaires ont déja 
donné d’intéressants résultats. Dans ces essais préliminaires, nous 
n’avons injecté le chimio-vaccin aux cobayes que par la vole sous- 
culanée qui, nous le savons déja, est beaucoup moins favorable que 
la voie intraveineuse. Malgré des doses infectantes élevées (1/100 
de milligramme d’une souche trés virulente), augmentation de 
survie ful de 100 p. 100 environ. Nous avons poursuivi ces essais 
sur le cobaye en injectant Je chimio-vaccin par vole veineuse et 
en utilisant des doses infectantes un peu moins massives. Ces 
expériences sont en cours, 1] est encore trop t6t pour en donner 
le résultat. : 

Le chimio-vaccin constitue, en somme, un excellent vaccin, mais 
il ne peut pas étre utilisé comme agent thérapeutique de la tuber- 
culose, car s’il est complétement inoffensif pour les sujets sains, 
ii n’en est plus de méme pour le sujet tuberculeux. Depuis prés. 
de deux ans, nous essayons de résoudre le probleme suivant 
enlever au chimio-vaccin les substances nocives pour 1|’animal] 
tuberculeux, tout en n’aliérant pas les propriétés des substances 
vaccinantes. Aprés de nombreux essais infructueux, nous sommes. 
parvenus 4 obtenir une préparation que nous pouvons injecter 
impunément aux animaux tuberculeux et qui posséde un pouvoir 
antigéne encore meilleur que le chimio-vaccin primilif ; mais nous. 
ne pouvons pas encore affirmer que les substances vaccinantes y 
sont conservées, car son obtention date de moins d’un an et il 
faudra encore au moins une année avant que l’on puisse se 
prononcer. 

Tels sont, en résumé, les résultats que nous avons obtenus depuis 
1934. Ils nous montrent que l’on peut obtenir, avec des produits 
extraits du bacille tuberculeux, une vaccination trés intéressante 
et ils nous permettent méme d’espérer parvenir un jour A l’obten- 


tion d'un produit doué de propriétés thérapeutiques au cours de 
la tuberculose. 
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RECHERCHES SUR LES ANTIGENES SOMATIQUES 
DE LA FAMILLE DES SALMONELLA 


par Kurr MEYER. 


Etudiant depuis plusieurs années la question des antigénes et 
anticorps complexes, c’est-a-dire présentant différents groupe- 
ments spécifiques, il nous a paru intéressant de poursuivre ces 
études dans la famille des Salmonella, dont la mosaique anti- 
génique, grace aux recherches de Bruce White et F. Kauffmann, 
est connue jusqu’en ses moindres détails. Les différents types de 
cette famille contiennent une pluralité de facteurs antigéniques 
qui sont diversement combinés d’un type 4 l’autre. II s‘agissait 
pour nous de déterminer d’abord si ces combinaisons de diffé- 
rents facteurs constituent des espéces chimiques d’une composi- 
tion constante, ou s’ils représentent seulement un simple mélange 
de deux substances indépendantes. Nous avons appliqué deux 
méthodes : nous avons d’abord examiné si en étudiant un grand 
nombre de souches d’un type on trouve toujours la méme relation 
quantitative des différents facteurs, ce 4 quoi il faut s’attendre si 
les facteurs sont réunis dans une seule molécule. Ensuite, nous 
avons cherché si un sérum actif vis-a-vis d’un seul facteur pré- 
cipite, dans l’antigéne complet préparé d’aprés Boivin, ce facteur 
seulement ou également un autre. Pour le dosage quantitatif des 
facteurs, nous nous sommes servi du procédé de la fixation 
d’alexine. 

Les deux méthodes ont donné un résultat concordant : il parle 
en faveur d’une liaison des différents facteurs dans un seul com- 
plexe moléculaire. L’éventualité que, dans la deuxiéme méthode, 
il s’agisse d’une simple adsorption des facteurs hétérologues par 
le précipité spécifique a été éliminée par une expérience portant 
sur un antigéne complet (souche East Africa) renfermant, a cdté 
des facteurs spécifiques VI et VII, l’antigéne Vi : les précipités 
obtenus soit avec un sérum anti-VI, soit avec un sérum anti-VII, 
contenaient les deux facteurs VI et VII dans le méme rapport 
quantitatif que l’antigéne d’origine; ils étaient libres d’anti- 
géne Vi; tandis que les facteurs spécifiques restent réunis, Panti- 
gene Vi, indépendant de ceux-ci d’aprés les recherches chimiques 
de Boivin et Mesrobeanu, ne rentre pas dans le précipité. 
L’adsorption ne peut done jouer qu’un réle minime. 
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VACCINATION DU LAPIN 
CONTRE L'EPITHELIOMA DE L’ESTOMAC 


par A. BESREDKA et L. GROSS. 


L’estomac du lapin présente, vis-a-vis de |’épithélioma de 
Brown-Pearce, la méme réceptivité que les autres organes : on 
assiste, aprés une courte période d’incubation, a la formation d’une 
tuméur, plus ou moins volumineuse, siégeant au niveau de l’ino- 
culation. Son évolution est la méme que celle des tumeurs sous- 
cutanées ou intratesticulaires : suivant le cas, la tumeur néopla- 
sique de l’estomac régresse et finit par se résorber ou bien elle 
continue a progresser et donne naissance 4 des métastases mor- 
telles dans la moitié des cas environ. 

Les lapins, préalablement vaccinés par la voie intracutanée, 
deviennent réfractaires 4 l’inoculation de |’épithélioma dans | esto- 
mac : l’immunité ainsi obtenue est solide. 


M. Maignon. — I] est intéressant de rappeler que le soufre 
et le glutathion, qui semblent jouer un réle important dans la 
fonction antitoxique comme des travaux récents |’établissent, se 
trouvent particuli¢rement abondants dans les surrénales, le foie 
et aussi la peau (corps muqueux de Malpighi). Cette constatation 
ne serait-elle pas en rapport avec le réle de la peau dans les 
phénoménes d’immunité, mis en évidence par M. Besredka ? 


SUR L'IMPORTANCE DES BONNEES 
DE L’HISTO-PHYSIOLOGIE EXPERIMENTALE 
DANS L’ETUDE DE L’IMMUNITE 


par A. PEYRON, POUMEAU-DELILLE et P. MERCIER. 


M. Peyron. — A propos de l’exposé de M. Besredka et comme 
résumé de ma propre communication, j’indiquerai briévement 
que nos recherches poursuivies depuis deux ans sur les réactions 
histiocytaires en utilisant la coloration vitale par le bleu trypan, 
suivie de fixation par le Susa, révélent le point faible de la théorie 
de M. Besredka en ce qui concerne l’immunité locale. II existe, en 
effet, dans le derme et le tissu sous-cutané, des histiocytes d’cri- 
gine locale provenant des fibroblastes et du tissu adipeux ; ils 
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correspondent peut-@lre au systéme cellulaire de défense que 
notre collégue envisage théoriquement, mais sans avoir fait son 
étude histologique ni suivi ses variations expérimentales ; or, 
cette derniére méthode est indispensable pour pouvoir démontrer 
et analyser les réactions cellulaires d’immunité s’effectuant dans 
un cadre local. D’autre part, les figures que je vous montre, et 
les préparations présentées A ma démonstration prouvent que les 
phénoménes d’immunité générale se traduisent par une réaction 
des histiomonocytes du sang, qui s’oppose précisément aux ¢im- 
ples réactions histiocytaires d’ordre local. En ce qui concerne 
le cancer expérimental, M. Besredka essaie de lui appliquer sa 
doctrine, mais elle ne cadre pas avec les faits, en particulier sur 
les trois points suivants qui sont fondamentaux : 1° Pour le sar- 
come de la souris et de l’épithélioma cutané transplantable du 
lapin (Brown-Pearce), il ne s’agit pas comme il le croit d’une 
inoculation transformant les tissus de l’animal porteur, mais du 
simple phénoméne banal de la greffe ; 2° Il a décrit une trans- 
mission du sarcome de la souris au rat, en réalité |’hétéro-greffe 
est impossible et aucun des cas publiés ne résiste a la critique. 
C’est seulement dans les sarcomes de l’oiseau qu’on peut meitre 
en évidence une inoculation associée a la greffe ; et consécuti- 
vement l’existence de deux résistances distinctes, l’une contre la 
cellule, l’autre contre le virus; 38° I] considére, en particulier 
pour le sarcome de la poule, que la régression expérimentale 
d’une tumeur est liée 4 son siége dans |’épiderme et a une réac- 
tion de ce méme plan cellulaire de défense auquel il rattache 
Vimmunité locale. Je soutiens, au contraire, d’accord avec la 
plupart sinon l’unanimité des cancérologues, que cette régres- 
sion spontanée ou expérimentale des tumeurs est un processus 
d’ordre général, aussi bien par son si¢ge que par son mécanisme. 
Je lui demande s’il maintient son opinion sur ces trois points, et 
je souligne que mes critiques ne sauraient diminuer I’intérét qui 
s’attache aux expériences brillantes et ingénieuses qu’il a congues 
a propos de l’immunité locale. Malheureusement il n’a pas uliusé 
les notions d’histophysiologie expérimentale indispensables a ieur 
interprétation ; et je suis persuadé que s'il le fait dans l’avenir, 
il sera conduit 4 abandonner ses conclusions actuelles. 


M. A. Besredka. — A des faits d’ordre expérimental relatifs 
a l’épithélioma chez le lapin, M. Peyron oppose des considéra- 
tions d’ordre théorique sur la nature des tumeurs maligaes, 
lesquelles n’ont que des rapports fort éloignés avec le sujet de 
ma communication. 

Contrairement A ce que pense M. Peyron, |’intérét des tumeurs 
intracutanées réside dans le fait que, de toutes les localisations 
connues jusqu’a présent, c’est la seule qui comporte une résorp- 
tion quasi-constante, ce qui permet a l’expérimentateur de rerJre 
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le lapin réfractaire, a volonté, & toute nouvelle injection de I’épi- 
thélioma en n’importe quel point de l'économie et, entre autres,. 
dans l’estomac. 


Prof. Pittaluga. — Les réactions histiocytaires contre la pro-- 
lifération de cellules néoplasiques, surtout hétérologues ou en 
somme non autochtones, sont sans doute importantes ; mais nous: 
sommes loin d’avoir la preuve d’une origine mésenchymateuse, 
liée a l’activité des cellules du systéme réticulo-endothélial, soit 
des phénoménes de résorption et d’élmination des greffes ou 
des inoculations de virus cellulaires, soit a fortiori des processus- 
d’immunisation ou de défense contre ces virus. On peut penser 
que les histiocytes et en général les cellules du systéme réticulo- 
endothélial participent ou méme qu’elles sont directement respon-- 
sables de ces processus biochimiques, mais on ne peut jas 
l’affirmer en ]’état actuel de nos connaissances La peau est trés 
riche en systéme réticuio-endothélial. Le réseau histiocytaire du 
derme représente un secteur important de Vactivité globale du 
systéme réticulo-endothélial. Cela nous permet d’attribuer a4 la 
peau une haute hiérarchie dans les mécanismes de l’immunisa- 
tion — locale ou générale. Mais, ici aussi, il n’est pas possible 
aujourd’hui de considérer comme correspondants, voire méme 
comme réversibles, les fibroblastes d’un cdté, les histiocytes ou 
les cellules réticulaires du tissu réticulo-adénoide des orgaues 
hématopoiétiques de l’autre cdoté. Ces généralisations ne sont pas: 
admissibles, dans mon opinion, en l’état actuel de nos connais- 
sances. 


POUVOIR FLOCULANT ET PROTECTEUR 
DES SERUMS ANTICHARBONNEUX DE LAPINS 


par N. STAMATIN et W. SCHAEFER. 


En étudiant comparativement les propriétés floculantes des. 
sérums anticharbonneux de lapins et leurs propriétés protectrices 
vis-a-vis de l’infection expérimentale du cobaye, nous avons fait 
les conslatations suivantes 

1° Il n’y a aucun rapport entre la valeur protectrice d’un sérum 
et son pouvoir floculant vis-a-vis de l’antigéne capsulaire ou vis- 
a-vis de l’antigéne somatique de la bactéridie. Parfois méme des. 
sérums sans anticorps floculants protégent mieux que les sérums. 
riches en anticorps capsulaires ou somatiques ; 

2° Les souches non capsulogénes, mais ccdématogénes, produi- 
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sent des anticorps protecteurs aussi actifs que les anticorps pro- 
duits par des souches capsulogénes ; 
aft Rix 

3° L’activité protectrice des sérums anticharbonneux n’est pas 
proportionnelle a la quantité d’antigéne injecté. Les sérums 
d animaux longtemps immunisés sont en effet moins efficaces par- 

© sag 

fois que les sérums d’animaux immunisés ‘pendant un temps rela- 
livement court. 


SOUCHES DE MUTATION DU BACILLE DYSENTERIQUE 
DES NOUVEAU-NES 
OBTENUES PAR PASSAGES SUR LES ANIMAUX 


par Marcuerite AITOFF. 


Nous avons isolé, en décembre 1935, dans les selles de 
nouveau-nés, lors d’une entérite épidémique grave, un bacille 
Gram négatif, présentant les caractéres d’un bacille dysentérique 
type Flexner. I] s’en distingue par sa grande virulence pour tous 
les animaux de laboratoire et par la présence de deux toxines 
entérotrope et neurotrope. 

Nous avons proposé au II® Congrés de Microbiologie, 4 
Londres, d’appeler ce bacille, vu sa provenance rare, bacille 
dysentérique des nouveau-nés. 

La souche primitive, repiquée environ deux fois par mois depuis 
plus de deux ans, a gardé ses caractéres biochimiques et morpho- 
logiques, mais a perdu un peu de sa virulence. 

Parallélement, nous faisions des passages sur les animaux pour 
accroitre la virulence de la souche. Aprés une trentaine de pas- 
sages, en méme temps que l’accroissement de la virulence, nous 
notions une exagération de l’odeur fécaloide et l’apparition de 
quelques éléments mobiles. 

L’inoculation aux animaux de cette souche légérement trans- 
formée donne, dans 75 p. 100 des cas (42 fois sur 56 animaux), 
une mutation curieuse, caractérisée surtout par la transformation 
des réactions de fermentation. Alors que la souche inoculée 
conserve les réactions a type Flexner, la souche isolée du sang 
du coeur présente les réactions A type Shiga (ne fait plus fer- 
menter ni mannite, ni maltose). 

Chacune des 2 souches de mutation a été repiquée en série sur 
milieux artificiels en gardant ses caractéres de fermentation 
respectifs. 

La transformation n’est pas réversible. 

Le repiquage sur milieux riches en albumine et méme la conser- 
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vation des souches pendant des mois dans du sang de lapin a la 
glaci¢ére ne transformaient pas les réactions de fermentation. Les 
transformations biochimiques se produisent in vivo dans l’orga- 
nisme de l’animal, mais jamais in vitro. 

La parenté sérologique entre les deux souches de mutation et 
la souche primitive reste trés étroite (agglutination et réaction 
de Shwartzman). 


Prof. J. J. van Loghem. — D’abord, je voudrais rappeler que 
des recherches sur la variabilité du bacille dysentérique ont 
démontré qu’il est possible d’obtenir des « clones » qui se dis- 
tinguent des « clones »-méres par leurs fonctions biochimiques et 
leur structure anligéne. Un de mes collaborateurs, Korthof, a 
employé — il y a vingt ans — le sac A collodion dans la cavité 
péritonéale du cobaye pour transformer le « Flexner » en « Y ». 

Ensuite, je me permets de revenir sur la question déja touchée 
ce matin pendant la discussion du rapport. de M. Boivin. A mon 
avis, il faut se rendre compte que le terme « mutation » est souvent 
employé a tort par les bactériologistes. J’ai un certain droit a 
demander l’attention du Congrés pour cette question. La notion 
de « mutation » est d’origine néerlandaise : Hugo de Vries l’a 
concue pour indiquer la naissance d’une nouvelle espéce, c’est-a- 
dire un changement dans la constitution génotypique. 

Nous sommes bien sars que les variations bactériennes que nous 
observons journellement dans notre laboratoire, et qui souvent se 
montrent trés « fixes », ne sont que des adaptations. La création 
d’une nouvelle espéce n’est pas a traiter en bagatelle. I] est néces- 
saire que les bactériologistes se rendent micux compte que les 
variations bactériennes appartiennent, en général, au domaine de 
la physiologie bactérienne. Il y a la, il me semble, une question 
qui pourrait mériter de figurer 4 l’ordre du jour de notre prochain 
Congrés : la purification de la terminologie de la variabilité bacté- 
rienne. 


M. Boivin fait remarquer qu’il conviendrait, avant de parler de 
transformation du bacille de Flexner en bacille de Shiga, d’étudier 
a fond les « structures antigéniques » de la bactérie initiale et de 
la variante finalement obtenue. Les caractéres biochimiques des 
microbes sont susceptibles de présenter parfois des changements 
étendus, alors qu’on ne connait pas, semble-t-il, d’exemple vrai- 
ment probant du passage d’un type sérologique 4 un autre type de 
structure antigénique absolument distincte. 
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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES SUR LA LEPRE 
Il, ETUDE DE L’HAPTENE SPECIFIQUE 


par V. CHORINE et Grorcurrs LEVY. 


Dans un travail antérieur (1), nous avons montré qu’il est 
possible d’extraire, a partir de lépromes de rats infectés avec le 
bacille de Stefansky ou en partant de lépromes humains, toute 
une série d’hapténes fixateurs que l’on peut répartir en deux 
catégories. 

1° Des hapténes non spécifiques réagissent non seulement avec 
les sérums lépreux, mais également avec les sérums ‘tuberculeux 
et syphilitiques. Ces hapténes semblent devoir étre rapprochés 
du point de vue chimique de ceux qui, dans les bacilles tuber- 
culeux, sont des hapténes de fixation trés actifs et qui sont des 
acides phosphatidiques. 

2° Des hapténes spécifiques qui ne réagissent pas avec les 
anticorps contenus dans les sérums tuberculeux, ni syphilitiques. 
Ces hapténes réagissent avec de nombreux sérums de malades 
atteints de lépre tubéreuse et avec une faible proportion de 
malades atteints de lépre nerveuse. 

Nous avons étudié plus particuliérement la fraction capable de 
nous fournir cette deuxiéme série d’hapténes, en particulier la 
sous-fraction extraite par l’acétone et soluble dans |’éther que 
nous avons appelée A,. Elle fixe spécifiquement l|’alexine a des 
dilutions de l’ordre de 1 p. 10.000 et 1 p. 20.000 en présence 
de nombreux sérums de malades atteints de lépre tubéreuse, de 
quelques sérums de lépre nerveuse et a été constamment négative 
avec les sérums syphilitiques et tuberculeux. 

L’activité de cet extrait nous étant apparue comme relative- 
ment peu élevée en comparaison de l’activité que nous avions 
obtenue par ailleurs avec des hapténes extraits de bacilles tuber- 
culeux, nous avons cherché a purifier cette fraction en éliminant 
les subsfances inactives qui s’y trouvent mélangées. 

Parmi les différents modes de purification que nous avons 
essayés, la distillation fractionnée dans l’alcool méthylique nous a 
permis de doubler l’activité de cet hapténe. 

Nous avons également étudié la spécificité de cette fraction A, 
en l’extrayant avec la méme technique de différentes souches de 
cultures de bacilles acido-résistants que nous avons traités dans 
les mémes conditions que les lépromes. 


(1) Congrés de Ja lépre. Le Caire, 1938. 
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Nous avons ainsi essayé des fractions provenant de souches 
Aviaires, Bovine-Vallée, Humaine et Fléole. Certaines se sont 
montrées trés actives, mais peu spécifiques, d’autres absolument 
négatives. Mais, pour avoir véritablement un extrait spécifique, 
nous avons constaté qu'il est nécessaire d’extraire la substance 
active des lépromes de rats ou des lépromes humains, le méme 
extrait provenant de souches différentes élant inaclif ou peu spé- 
cifique. Cette étude a été faile simultanément, vis-a-vis de sérums 
lépreux et tuberculeux. 

Par ailleurs, nous avons essayé a4 partir de lépromes de rats 
infectés avec le bacille de Stefansky d’obtenir Vantigéne soma- 
tique complet O. Nous nous sommes servis de la technique de 
Boivin-Mesrobeanu que nous avons appliquée aux lépromes en 
modifiant le début, puisque nous travaillions sur des tissus. Au 
lieu de diluer les bacilles dans l’eau comme le fait Boivin, nous 
avons broyé directement les lépromes dans l’acide trichloracé- 
tique afin de ne pas diluer trop nos solutions. Les extraits obtenus 
essayés avant et apres dialyse ont été inactifs dans la déviation du 
complément et dans les réactions de la floculation avec les sérums 
lépreux. ‘ 
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DEUXIEME SEANCE 


PREMIER RAPPORT 


LES FACTEURS DE CROISSANCE 
POUR LES MICROORGANISMES 


par Anpri LWOFF. 


Le texte du rapport est publié dans la brochure adressée aux 
membres de |’Association et dans ces Annales, 64, p. 580. 


DISCUSSION DU RAPPORT : 


M. Schopfer. — L’accord est actuellement fait en ce aqui 
concerne le réle physiologique des facteurs de croissance. On 
peut envisager de diverses maniéres la définition de facteur de 
croissance. M. Lwoff ensemence ses milieux avec des souches 
totalement privées de facteurs de croissance par repiquages suc- 
cessifs. Pour des raisons d’ordre pratique, nos ensemencements 
sont effectués avec une souche développée sur un milieu riche 
en facteurs de croissance (milieu naturel). Dans ce cas, les 
‘cultures témoins, sans facteurs de croissance exogénes présentent 
un développement trés léger; celui-ci est da, non pas a une 
‘synthése partielle de la part de l’organisme, mais bien au fait 
que l’inoculat introduit dans le milieu synthétique une faible 
-dose de facteur de croissance. Les divers organismes que ncus 
avons étudiés attestent, aprés repiquage, une perte totale du 
pouvoir de synthése de leurs facteurs de croissance ; ils ne se 
multiplient plus. 


M. Lwoff. — Si fe faible développement de Rhodotorula 
-observé par M. Schopfer dans sa premiére culture témoin est da 
a des traces de facteurs de croissance, et si le développement 
s’arréte par la suite au cours des repiquages ultérieurs, la pyri- 
midine est manifestement un facteur de croissance conformément 
a notre définition des facteurs et conformément a la conclusion 
de M. Schopfer. 


Prof. G. Bertrand. — Puisque nous sommes entre microbio- 
Jogistes de langue frangaise, j’espére que vous ne trouverez pas 
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étonnant si je m’éléve contre Ja dénaturation du sens, cependant 
trés clair, de l’expression « facteurs de croissance ». Le mot 
francais facteur vient, presque sans modification, du mot tatin 
factor, dérivé lui-méme de facere, faire. Un facteur c’est, commu- 
nément, celui qui fait une certaine chose, qui accomplit un acte 
déterminé. En science, on ne applique pas seulement a l’homme; 
on l’utilise, par exemple, en mathématique et en physiologie ; on 
distingue aussi des facteurs physiques et des facteurs chimiques, 
etc. L’expression de « facteurs de croissance » ne peut étre équi- 
valente, en biologie, que de causes, d’agents physiques ou chimi- 
ques, intervenant favorablement sur le développement d’élres 
vivants. 2 

Il ne me parait pas défendable de convenir que tout cela doit 
étre changé, que la lumiére nécessaire a la croissance des plartes 
supérieures, que des composés minéraux indispensables a la 
formation des tissus de presque toutes les espéces végélales, cue 
les sucres, les graisses et les matiéres protéiques dont ne peuvent 
se passer les animaux, ne sont pas des facteurs de croissance. 

Jusqu’ici, les substances étudiées sous l’expression convention- 
nelle de « facteurs de croissance » par un certain nombre de 
microbiologistes ne sont manifestement pas d’autres choses que 
des aliments et, d’une maniére plus spéciale, des aliments du 
type catalytique. Si des chercheurs éprouvent le besoin, pour 
faciliter Vinterprétation de leurs découvertes, de se servir d’une 
expression nouvelle, je pense qu’ils pourraient employer celle 
de facteurs de croissance ou d’aliments spécifiques, ou mieux, 
spéciaux, ou mieux encore, différentiels. Les biochimistes, les 
physiologistes, les agronomes, les médecins, ne seraient p'us 
obligés de déclarer que les matiéres minérales pour les plantes, 
que les sucres, les graisses ou l’albumine pour homme ne sont 
plus des facteurs de croissance et les faits en discussion reste- 
raient trés bien dans le cadre des conceptions actuelles de la bio- 
logie générale. 


M. Lwoff. — L’expression « Facteurs de croissance » est 
peul-étre mauvaise, mais il n’est malheureusement pas possible 
de conformer le sens actuel des mots ou expressions a a leur sens 
étymologique. L’expression « facteurs de croissance » ne préte 
pas a confusion, parce que les microbiologistes s’accordent a lui 
reconnaitre la définition que j’en ai donnée dans mon rapport. 


M. Friedheim. — I] me semble qu’il est peut-étre un ;eu 
imprudent, comme le fait M. Schopfer, de vouloir comparer 
strictement l’action des facteurs de croissance chez les micro- 
organismes avec ceux des organismes supérieurs, les vitamines 
en particulier. Chez ces derniers, outre la possibilité de synthése, 
doit exister la possibilité d'utilisation. Par exemple, dans 3 cas 
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étiquetés cliniquement hypovitaminose A, nous avons pu meltre 
en évidence une quantité exagérée de vilamine A dans le sérum 
avec un taux normal de caroténe, laissant supposer une _possi- 


bilité suffisante de synthése avec une diminution du pouvoir 
d’utilisation. 


M. Lwoff. — On ne connait jusqu’ici aucune substance aug- 


mentant l’intensité de la respiration qui soit capable de remplacer 
un facteur de croissance. 


M. Dujarric de la Riviére rappelle les expériences pcur- 


suivies par Kollath sur le réle de certains sels de fer dans la 
croissance d’Hxmophilus influenze. 


M. Lwoff. — Les conclusions de Kollath n’ont jamais été 
confirmées, non plus que les travaux de Baudisch et de ses colla- 
borateurs, relatifs a l’aciion de certains sels de fer doués de pro- 
prictés magnétiques particuliéres. I] semble que ce ne soit pas 
le fer qui soit important, mais la structure de la porphine. Au 
demeurant, la spécificité des facteurs parait assez étroite. 


COMMUNICATIONS 


SYMBIOSE ET FACTEURS DE CROISSANCE 


par W. H. SCHOPFER. 


(Institut botanique de l Université, Berne.) 


Depuis longtemps déja, on a émis l’hypothése que certains 
phénoménes de symbiose devaient étre en relation avec le pro- 
bleme des vitamines (Portier et Randoin, Burgeff, Koch, etc.). 
Grace aux progrés réalisés par la question des vitamines, parti- 
culi¢rement en ce qui concerne le rdle de ces substances chez les 
végétaux, il nous est possible de discuter ce probleme sur la hase 
de cas concrets, étudiés expérimentalement. L’un de ceux-ci a 
été Vobjet de recherches faites dans mon laboratoire, par 
W. Miller. . de 

Nous savons que l’aneurine est un facteur de croissance indis- 
pensable & de nombreux organismes. II est élabli que la perte 
du pouvoir de synthése de l’aneurine s'accomplit par étapes. Une 
levure rouge [Rhodotorula rubra] (1) qui requiert l’aneurine, 


(1) Scnoprer (W. H.). Comptes rendus de l’Ac. des Sc., 205, 1937, 
p. 445. 


Annales de UInstilut Pasteur, t. 61, n° 6, 1938. 54 
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n’exige en réalité que la pyrimidine; une Mucorinée du sof 
[Mucor Ramanninanus] (2) se contente du thiazol. Nous avons 
montré expérimentalement que le constituant non requis (pyrl- 
midine pour Mucor Ramanninanus, thiazol pour Rhodotorula) est 
synthétisé ; avec le constituant exigible, Vaneurine peut étre 
reformée. 

Sur milieu strictement synthétique, sans facteur de croissance, 
aucun de ces deux microorganismes ne se développe d’une 
maniére appréciable. Par contre, si la levure et la moisissure sont 
cultivées ensemble, les deux se développent normalement, 
quoique aucun facteur de croissance n’ait été ajouté au milieu. 

Pour expliquer ce fait, il faut admettre que chacun des parte- 
naires fournit a autre le constituant manquant. 


Rhodotorula rubra Mucor Ramanninanus 
: synthétise A synthétise Se RCS 
AnCURINE ) dle thiacel: la pyrimidine a 


Il sagit done d’un cas parfaitement caractérisé *de symbiose 
artificielle, conditionné uniquement par les facteurs de croissance. 

Les phénoménes sont encore plus nets si l’on inocule sur un 
mnilieu solide (sans facteur de croissance) un petit fragment du 
thalle mixte, extrait du milieu liquide ; il se développe alors a la 
surface du milieu solide un « organisme » qui ne posséde les 
caractéres culturaux ni de la levure, ni du Mucor. Sa structure 
crevassée rappelle étrangement celle d’un lichen. 

Depuis le moment ot le cas a été signalé (2), il a été possible, 
apres plusieurs repiquages, de conserver a celle symbiose sa 
morphologie particuliére. 

Il est peu probable que, dans la nature, ces deux microorga- 
nismes arrivent a se rencontrer. Cependant, si tel était le cas, le 
mycologiste, ignorant le rdle des facteurs de croissance, utilisant 
la méthode analytique, arriverait, aprés séparation et identifica- 
tion des deux constituants et aprés des essais de culture en milieu 
synthétique, a la certitude qu’aucun d’eux n’est viable séparé- 
ment; il reconnaitrait a cette association les caractéres d’une 
symbiose véritable et arriverait au point méme ot nous a eonduit 
la méthode synthétique. 

Pour Vinstant, il s’agit d’une expérience de laboratoire ana- 
logue a celle signalée par Kégl; elle garde toute sa signification 
et montre que les vitamines et les facteurs de croissance (particu- 
lierement Taneurine) jouent un réle imporvant dans la symbiose 
et qu’elles font partie du complexe de facteurs qui déterminent. 
la genése de ce phénoméne. 


(2) Mitrer (W.) et Scnoprer (W. H.). Ibid., p. 687. 
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LA SPECIFICITE D'ACTION DE L'ANEURINE 
SUR QUELQUES MICROOAGANISMES 
ACTION D’'UN HOMOLOGUE DE L’ANEURINE 


par W. H. SCHOPFER. 


Divers travaux (Schopfer, Sinclair, Robbins pour Phycomyces, 
Knight pour Staphylococcus, A. Lwoff et Dusi pour les Flagellés) 
ont démontré que l’action de l’aneurine, ou de ses deux consti- 
tuants, est assez rigoureusement spécifique. Le groupe amino- 
primaire est indispensable. Nous pouvons de plus démontrer 
qu'un homologue de l’aneurine, dont la pyrimidine contient en 
position 2 un groupe éthyle au lieu du méthyl, est fortement actif 
sur Phycomyces blakesleeanus, Ustilago violacea, Rhodotorula 
rubra, Dematium nigrum, Parasitella simplex ect Absidia ramosa. 
Pour les organismes qui se contentent de la pyrimidine (Rhodo- 
torula rubra, par exemple), la 2-méthyl-4-amino-5-aminométhyl- 
pyrimidine peut élre remplacée par la 2-éthyl-4-amino-5-amino- 
méthyl-pyrimidine. Le groupe CH, en position 2 de la pyrimidine 
n’est done pas important. Fait singulier, ’homologue de |’aneu- 
rine étudié ici est plus actif sur Phycomyces que l’aneurine elle- 
méme. 

Il faut tenir compte de ce fait lors de la comparaison des 
résultats fournis par les trois tests : 1° fest animal, homologue 
n’a que la moitié environ de l’action de l’aneurine ; 2° fest thio- 
chrome, ce produit d’oxydation de l’aneurine se formant égale- 
ment a partir de l’homologue, et 3° fest Phycomyces, qui réagit 
a la présence de l’aneurine et plus fortement a celle de l’homo- 
logue. Nous ne savons rien sur la présence de ce dernier dans 
les produits naturels. (La substance utilisée nous est aimablement 
fournie par les Etablissements Hoffmann-La Roche, Bale.) 


M. Chodat demande si les substitutions réalisées sont chimi- 
quement trés difficiles a faire et dans quelle mesure on peut faure 
Vhypothése que les organismes sont capables d’accomplir ces 
transformations ? Auquel cas, le probléme de la valeur de divers 
composés substitués prendrait une orientation différente. 


M. Schopfer. -- 1° Si la substitution ne porte pas sur un 
groupe important, on peut admettre que le nouveau composé 
(en V’espéce éthyle-aneurine) ne subit pas de modifications de 
structure sous l’influence de l’organisme qui l’absorbe. Mais une 
transformation intracellulaire n’est pas impossible : il faudreit 
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admettre alors que lhomologue de l’aneurine serait transformeé 
en aneurine véritable. I] ne s’agit 1&4 que d’une hypothése. 

2° On connait de nombreux cas de symbiose artificielle dans 
lesquels la morphologie de V’association est différente de celles 
des deux partenaires. Ce qui est intéressant et nouveau, c'est 
qwici, les deux parties de la molécule d’aneurine déterminent la 
réunion de la levure rouge et du mucor. 


DEUXIEME RAPPORT 


FACTEURS DE CROISSANCE ET TOXINOGENESE 


par Paut BORDET. 


Le texte du rapport est publié dans la brochure adressée aux 
membres de |’Association et dans ces Annales, 641, p. 618. : 


DISCUSSION DU RAPPORT. 


M. Loiseau. — Avec le milieu de culture dont M. Paul Bordet 
a rappelé la formule, nous avons obtenu depuis quatre ans les 
résullals exprimés en unilés anligéniques dans le tableau suivant : 


a 1938 
1934 | 1935 1936 1937 (janvier 
a juillet) 


Moyennes en unités antigéniques.| 3 39 | 36,9-39,2 | 35,3-35,4] 40,6-46,2 


Maxi ant. cs, Romeng. Soren ieee 50 4A-45 54-48 43-5 4 
AY UGUb Cys eens Pewee mer A hn lotto 34 33 33-35 26-29 36 33 


Les deux valeurs indiquées de 1936 4 1938 correspondent a deux 
modes de conservation de la souche employée. 

En comparant ces résultats avec ceux annoncés par M. Bordet, 
nous avons éprouvé quelque surprise et nous ne pouvons vrai- 
ment accepter la paternité d’un milieu préparé suivant nos indi- 
cations et qui a donné des résultats si irréguliers et si inférieurs. 
Kin effet, écrit-il, « souvent aux environs de 15 unités par centi- 
métre cube, le titre de la toxine obtenue n’a que rarement dépassé 
20 unilés ; tres souvent, les cultures ne se développaient que de 
fagon trés maigre, fournissant une toxine titrant moins de 
10 unilés, et méme, comme ce fut le cas pour un quart des lots 
préparés au cours d’une année, moins de 5 unités ». 
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Les valeurs du pH final de quelques bouillons témoins (p. 103) 
variant de 5,9 a 6,8, indiquent certainement de graves erreurs 
dans ces fabrications et donnent a l’emploi de Ja levure, dens 
ces conditions, un caractére de nécessité que nous n’avons jamais 
observé avec notre milieu. 

Nous connaissons bien les effets des extraits de levure sur la 
production de la toxine diphtérique, puisque les expériences de 
Mustafa, a peine postérieures a celles de P. Bordet, ont mortré 
que l’addition de ces extraits, au bouillon préparé au laboratoire 
de la diphtérie, permet un gain de 16 unités environ, sur des 
toxines titrant de 37 a 40 unités dans les ballons témoins ; dans 
des milieux moins favorables a l’élaboration de la toxine, pié- 
parés avec des peptones commerciales et donnant des valeurs de 
13 a 15 unités, sensiblement du méme ordre que celles obtenues 
par P. Bordet, l’action de l’extrait de levure et de la vitamine B, 
cristallisée (Bevitine) permettait d’obtenir des toxines titrant 
50 et 53 unités. 

Ces remarques n’enlévent rien a l’intérét des recherches de 
P. Bordet, mais l’emploi systématique de la levure ne nous parait 
pas indispensable pour obtenir, avec notre milieu, une toxine 
diphtérique de valeur antigéne élevée. 


M. Nelis. — Avant l’amélioration apportée par M. Paul Bordet 
pour la préparation de !a toxine et de l’anatoxine diphtériques et 
consistant dans |]’addition de levure au bouillon, il existait une 
différence trés nette entre la valeur antigénique de |’anatoxine de 
l'Institut Pasteur de Paris (80 4 40 u. a.) et celle de l'Institut 
Pasteur du Brabant (12 4 16). Depuis l’addition de levure au 
bouillon, |’Institut Pasteur du Brabant prépare actuellement des 
anatoxines diphtériques dont le titre antigénique est équivalent 
a celui de |’Institut Pasteur de Paris et atteint en moyenne 35 a 
40 u. a. par centimétre cube. 


M. Grasset. — Nous avons utilisé au cours de ces derniéres 
années, pour la production de la toxine diphtérique servant 4 la 
production du sérum antidiphtérique et de l’anatoxine diphtérique, 
la technique utilisée actuellement a l'Institut Pasteur. Cette 
technique nous a donné dans l’ensemble de bons résultats. 
mais, il faut le dire, des résultats irréguliers. En introduisant dans 
le milieu de la levure de boulanger — sans connaissance des tra- 
vaux de M. Paul Bordet — nous avons obtenu des résultats plus 
réguliers du pouvoir antigénique des toxines ainsi produites. 


M. Louis Martin. — En vous écoutant, je viens de revivre 
quarante-deux ans de ma vie. Pendant ce temps, jai utilisé de 
nombreux procédés dont vous parlera mon collaborateur, le 


D’ Loiseau. 
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Je tiens a rappeler que c’est le bacille de Park et Williams qui 
a 6lé utilisé. C’est l’Américain VIII que nous avons tous utilisé 
et qui nous a donné les meilleurs résultats. Mais, tandis qu’en 
Amérique le bacille a gardé sa virulence, chez nous son activité 
est devenue de plus en plus grande. 

Le microbe joue un trés grand réle dans la production de la 
toxine diphtérique. A chaque changement de milieu, i faut 
habituer le microbe au nouveau milieu. Ceci peut expliquer les 
résultats différents obtenus 4 Paris et & Bruxelles. Les microbes 


se sont adaplés aux milieux et donnent de bons résultats dans 
les deux cas. 


COMMUNICATIONS 


LA PRODUCTION DES TOXINES DIPHTERIQUE, 
TETANIQUE, STAPHYLOCOCCIQUE 
EN VUE DE L’OBTENTION 
DES ANATOXINES CORRESPONDANTES 


par G. RAMON. 


Depuis la découverte de la toxine diphtérique faite par E. Roux 
et A. Yersin, il y a exactement un demi-siécle (1888) jusqu’a celle 
des anatoxines (1923), les toxines ont été presque exclusivement 
réservées A des fins expérimentales ou a la préparation des sérums 
antitoxiques. 

L’extension prise, en peu d’années, par les vaccinations ana- 
loxiques a exigé des quantités de plus en plus considérables des 
différentes anatoxines. A l’heure actuelle, certains laboratoires 
doivent préparer annuellement des millers de litres d’anatoxine. 
Ainsi ont été posés nombre de problémes se rapportant, en pre- 
mier lieu, 4 la production des toxines correspondantes. 

Les principales questions a résoudre concernent les milieux de 
culture au sein desquels les microbes toxigénes doivent élaborer 
leur toxine spécifique. 

Il importe : 

Que ces milieux soient d’une préparation simple, pratique, 
économique. 

Qu’ils aient une composition telle que la toxine produite puisse 
étre, dans la suite, facilement transformée en anatoxine. 

Qwils conduisent, grace a Vulilisation de souches microbiennes 
toxigénes et a cerlaines modalités de végétation de celles-ci, a 
Vobtention de toxines et partant d’anatoxines dont la valeur anti- 
géne doit étre aussi grande que possible. 

Ce sont ces principes qui, depuis douze ans, ont servi de 


am 
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guides, 4 l'Institut Pasteur, dans la production des toxines diph- 


térique, tétanique et staphylococcique. 


Toxine DipHTéRIQUE. — La base du milieu utilisé demeure, pour 
le moment, la peptone Martin dont certains détails de prépara- 
tion ont été modifiés (Loiseau et Philippe). 

A la macération et a la fermentation de viande de veau opérée 
a la température de létuve a été substituée la macération a froid 
(G. Ramon). 

Au mélange de peptone Martin et de liquide de macération de 
viande de veau ont été ajoutés des sucres (G. Ramon), puis un 
régulateur de réaction: l’acétate de soude (A. Berthelot et 
G. Ramon). 

Grace a ces perfectionnements successifs du milieu et a 
‘diverses amélorations introduites dans la technique de la culture 
du b. diphtérique (G. Loiseau et M. Philippe) la valeur de la 
toxine est passée progressivement de 8 unités A 15, a 30, a 
50 unités. A l’heure présente, la toxine diphtérique, produite dans 
le milieu composé de peptone obtenue par Vhydrolyse pepsique 
de panses de pore, de macération a froid de viande de veau, de 
sucre (glucose et maltose) et d’acétate de soude, atteint réguliére- 
ment un titre moyen de 40 4 50 unités pour une production de 
100 a 150 litres par semaine. 

La valeur antigéne relativement élevée de l’anatoxine que l’on 
prépare facilement a partir d’une telle toxine a permis de réduire 
de 3 4 2 le nombre des injections nécessaires pour obtenir, lors 
de la vaccination antidiphtérique, une immunité solide et durable 
chez la plupart sinon chez tous Jes individus vaccinés (G. Ramon 
et collaborateurs). 


Toxine TETANIQUE. — Différentes recherches ont été effectuées 
au cours de ces douze derniéres années ayant pour but la déter- 
mination des conditions optima de production de la toxine téta- 
nique: choix, entretien, ensemencement des souches  toxi- 
génes, etc. [G. Ramon et J. Barotte (1926)], influence du pH des 
bouillons, addition de glucides, choix des régulateurs de réaction 
tels que pyruvate, phosphate de sodium, etc. (A. Berthelot, 
G. Ramon et M" Amoureux, 1927), ete. 

Ces recherches ont permis d’établir de nombreuses formules de 
milieux de culture. A Vheure présente plusieurs formules sont 
utilisées : 

Un milieu a base de peptone Martin et de macération de viande 
de veau, le mélange étant additionné de glucose (M. Philippe et 
G. Loiseau). Les filtrats toxiques obtenus 4 partir de ce milieu 
tuent le cobaye de 350 grammes a la dose de 1/30.000 de centi- 
métre cube environ et titrent en moyenne 10 4 12 unités (unités 
antigénes déterminées par la floculation). 
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Un milieu composé de macération de viande de bceuf, de pep- 
tone pepsique de viande de boeuf (préparée au laboratoire), de 
glucose, de poudre de globules rouges cuits (R. Legroux et 
G. Ramon). La dose minima mortelle des filtrats toxiques que 
l’on prépare en utilisant ce milieu varie entre 1/50.000 et 1/100.009 
de centimétre cube (parfois moins encore). Leur titre est en 
général compris entre 20 et 30 unités. 

Enfin un milieu a base de digestion pepsique de viande de 
boeuf et de foie additionné de glucose, de pyruvate, de phosphate 
de sodium (A. Berthelot, A. Prévot). La toxine élaborée dans un 
tel milieu est capable de tuer le cobaye jusqu’a 1/120.000 de cen- 
timétre (moyenne 1/75.000). Sa valeur antigéne varie entre 20 et 
40 unités. Cependant, en raison de sa composition, elle exige une 
assez grande quantilé de formol pour sa transformation compléte 
en anatoxine. Il en résulte que celle-ci a une valeur antigéne 
nettement plus faible que la toxine d’ot elle est issue. 


ToxINE STAPHYLOCOCCIQUE. — Pour l’obtention de la toxine sta- 
phylococcique, la plupart des expérimentateurs a la suite de 
Burnet (1930) se sont adressés 4 des milieux de eulture assez 
complexes : milieux semi-liquides composés de gélose et de 
bouillon. Il a semblé préférable de recourir 4 des milieux ana- 
logues 4 ceux employés pour la production de la toxine diphté- 
rique, tout en maintenant dans les ballons, au cours de la cul- 
ture, la circulation d’air et de gaz carbonique. 

C’est ainsi que sont employés : 

Un milieu a base de peptone pepsique de viande de veau 
(G. Ramon). On utilise plus simplement encore la peptone Martin 
(hydrolyse pepsique de panses de porcs). Ensemencés avec une 
souche appropriée, ces milieux fournissent un filtrat dont la 
valeur antigéne est en moyenne de 10 unités au centimétre cube. 

Un milieu a base de rate de veau et de peptone pepsique de 
viande de boeuf, du commerce (G. Ramon, A. Berthelot et M"* G. 
Ainoureux). Une souche spéciale (souche Wood) ensemencée sur 
ce milieu permet d’obtenir une toxine staphylococcique titrant 15 
a 20 unités et pouvant atteindre jusqu’a 30 et 35 unités. Cepen- 
dant, cette toxine peut perdre au cours de sa transformation en 
anatoxine une notable fraction de son pouvoir antigéne. 

Telle est, 4 ’heure présente et dans ses grandes lignes, la pro- 
duction des toxines diphtérique, tétanique et staphylococcique, 
production spécialement adoptée a |’obtention de quantités impor- 
tantes d’anatoxine spécifique possédant une valeur antigéne intrin- 
séque aussi élevée que possible. 

Des essais sont effectués, depuis quelques années, a |’étranger 
comme en France, dans le but d’obtenir des toxines (diphtérique 
et staphylococcique, par exemple) en utilisant des milieux chimi- 
quement définis. Trés intéressants du point de vue théorique ces 
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essals n ont pas encore abouti a des résultats permettant de subs- 
ltuer, avec des avantages certains, de tels milieux aux milieux 
usuels qui ont fait leurs preuves dans la production des toxines 
et partant des anatoxines. 


LA METHODE DE FLOCULATION 
ET LE DOSAGE DES ANTIGENES DIPHTERIQUE 
TETANIQUE, STAPHYLOCOCCIQUE 


par G. RAMON. 


Les recherches sur la genése, au cours de la culture, du poison 
microbien et de Vantigéne qu’il représente ont été facilitées, au 
cours de ces quinze derniéres années, par l'utilisation de la 
méthode de floculation. 

De méme, la floculation a grandement favorisé les progrés 
réalisés, ces derniers temps, dans la production des toxines de 
valeur antigéne intrinséque élevée et partant des anatoxines douées 
d’une activité immunisante puissante. 

Il convient d’envisager séparément le dosage par la floculation 
des antigénes diphtérique, tétanique, staphylococcique, le terme 
antigéne étant employé ici pour désigner les toxines et anatoxines. 


ANTIGENE DIPHTERIQUE. — La technique du dosage de l’antigéne 
diphtérique a été établhe dés la découverte du phénoméne de flo- 
culation dans les mélanges de sérum antidiphtérique et de toxine 
spécifique (1922). C’est d’ailleurs l'emploi de cette technique qui 
a permis de mettre en évidence l’anatoxine et sa valeur antigéne 
intrinséque, indicatrice de son pouvoir immunisant. 

La réaction de floculation est actuellement en usage dans la 
plupart des laboratoires pour le dosage de l’antigéne diphtérique. 
Elle est pratiquée au moyen d’un sérum étalon convenablement 
choisi et permettant d’obtenir une floculation rapide. 

Elle fournit, dans ces conditions, des résultats régulers et 
constants. 


AntTIGENE TETANIOUE. — La méthode de floculation permettant 
de mesurer l’activité de l’antigéne tétanique a été d’une mise au 
point relativement difficile. Cela tient en particulier 4 la présence 
dans le filtrat tétanique, en dehors de la toxine proprement dite, 
de un ou plusieurs antigénes signalés depuis longtemps (G. Ra- 
mon) et dont l’un d’eux a été récemment caractérisé (A. Prévot). 
Cela tient encore au sérum antitétanique qui peut contenir divers 
anticorps et dont V’antitoxine peut présenter des qualités diffé- 
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rentes qui dépendent en partie de l’animal qui l’a fournie 
(G. Ramon, E. Lemétayer, I. Pirosky). Il en résulte des troubles 
plus ou moins fréquents dans la réaction de floculation : double 
ou triple zone de floculation avec floculation dite anormale ou 
paradoxale, etc. Il importe donc de choisir un sérum antitéta- 
nique étalon permettant d’éviter ces perturbations, lesquelles 
peuvent fausser les résultats. Aprés de nombreuses recherches, 
de tels sérums ont été récemment obtenus qui, au cours des nom- 
breux dosages d’antigéne tétanique effectués dans des toxines ou 
anatoxines d’origine variée ont fourni une floculation réguliére 
apportant des résultats exacts. 


ANTIGENE STAPHYLOCOCCIQUE. — La méthode de floculation que 
Von utilise pour évaluer le pouvoir antigéne de la toxine et de 
Panatoxine staphylococcique est calquée sur celle employée pour 
le dosage des antigénes diphtérique et tétanique. 

L’essentiel, ici encore, réside dans le choix du sérum antista- 
phylococcique étalon qui doit renfermer comme anticorps la seule 
antitoxine, spécifique de |’exo-toxine, afin d’éviter l’apparition _ 
d'une floculation « anormale » laquelle correspond & la réaction 
d’un antigéne de nature protéinique (provenant vraisemblable- 
ment de Pautolyse du staphylocoque) et de son anticorps (G. Ra- 
mon et I. Pirosky). 

Concurremment a la méthode de floculation une autre méthode 
peut étre utilisée in vitro. Elle repose sur la détermination du 
« pouvoir de combinaison » de Vantigéne et de l’antitoxine avec 
comme indicateur l’hémolyse. 

Ces deux méthodes fournissent des résultats en général concor- 
dants (G. Ramon et R. Richou). 

Appliquées suivant des régles bien établies au moyen de 
sérums étalons convenablement choisis, les méthodes de flocula- 
tion spécifique ont rendu et rendent a l’heure présente de grands 
services dans la mesure de la valeur antigéne intrinséque des 
loxines et anatoxines diphtérique, tétanique, staphylococcique. 


CONGRES DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 789 


SUR CERTAINES PARTICULARITES 
DE LA TOXINOGENESE 
DANS LES CULTURES DE STAPHYLOCOQUES 


par G. RAMON et R. RICHOU. 


Dans un milieu qui est spécialement adapté a la production de 
‘la toxine staphylococcique, I’élaboration de cette toxine est trés 
variable suivant les souches de staphylocoques. Certains staphy- 
locoques produisent une quantité de toxine si faible qu’elle est, 
avec nos techniques de dosage, inappréciable. Pour d’autres, la 
production de toxine est relativement considérable. Entre ces 
-deux types extrémes, il existe tous les intermédiaires. 

Il ne semble pas y avoir de relation entre la virulence du sta- 
phylocoque et sa propriété toxigéne (on peut, a cet égard, rap- 
procher le staphylocoque du bacille diphtérique ; on sait que, par 
exemple, le bacille diphtérique de Park et Williams est fort peu 
virulent et par contre trés toxigéne). 

Une souche de staphylocoques, qui provoque une formation 
-abondante de toxine dans un milieu déterminé, par exemple dans 
le bouillon de panses de porc, peut se montrer mauvaise produc- 
‘rice lorsqu’elle est ensemencée dans un autre milieu tel le 
bouillon a base de rate de veau. 

Malgré d’assez nombreux essais effectués en utilisant des 
milieux divers additionnés de substances variées (G. Ramon et 
A. Berthelot), il n’a pas été possible, jusqu’ici, d’obtenir une pro- 
duction abondante de toxine slaphylococcique sans avoir recours 
a la circulation dans les ballons de culture, du mélange d’air et 
d’acide carbonique que Burnet a été le premier 4 employer avec 
succés en ce domaine. Il y a done la un facteur important de la 
‘toxinogénése staphylococcique. 

L’enrichissement du milieu de culture en toxine spécifique sous 
Vinfluence de la végétation du staphylocoque toxigéne est rela- 
tivement rapide si on le compare a celui dd au bacille diphté- 
rique. Ainsi, l’apparition de Ja toxine staphylococcique peut étre 
percue dés la trentiéme heure aprés l’ensemencement, son éla- 
boration atteint ordinairement son maximum vers le sixiéme ou 
sepliéme jour. 

La toxine staphylococcique se montre plus ou moins sensible 
a l’action du formol suivant qu’elle a été produite par telle ou 
‘telle souche végétant dans tel ou tel milieu. ; 

Ces particularités et d’autres encore doivent retenir l’attention 
de l’expérimentateur chargé de la production de la toxine et de 


V’anatoxine staphylococcique. 
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PRODUCTION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE 
MILIEU DE CULTURE — SOUCHE TOXIGENE 


(INSTITUT PASTEUR 1904-1938) 


par G. LOISEAU et M. PHILIPPE. 


I. Mizieu pE cutture. — 1° De 1904 a 1929, emploi exclusif du 
bouillon Martin (1898) composé d’un mélange a parties égales de 
macération de viande fermentée et des produits d’hydrolyse pep- 
sigue des panses de porc d'une durée de quatorze heures. 

Par sélection des colonies les plus toxigénes de la souche Park 
et Williams n° 8 sur sérum coagulé, par l’augmentation de l’alcali- 
nité du bouillon 4 pH 8 environ, par suppression du chauffage a 
120°, la d. m. m., qui était de 1/200 de centimétre cube a 1/400, 
arrive a 1/1.200 et 1/1.400. Du mois d’aott 1927 au mois de 
décembre 1929, la moyenne du titre de floculation des toxines fut 
de 11,7 unités. 

Le emploi du glucose 4 la dose de 1 gr. 5 par litre permet 
d’obtenir des toxines aux environs de 18 unités. 

2° A partir de 1929, suppression de la fermentation de la macé- 
ration de viande et emploi systématique du glucose (G. Ramon, 
1929) ; les premiéres fabrications en grande masse donnent des 
toxines d’une valeur moyenne de 10 unités ; la présence d’une plus 
grande quantité de matiéres réductrices dans la macération de 
viande, les résultats d’expériences sur de petits volumes montrent 
qu'il faut apporter un soin particulier dans Ja préparation du 
bouillon a base de viar-le non fermentée. 

3° En 1930-1931, les seuls perfectionnements matériels apportés 
a Vhydrolyse pepsique des panses de pore nous permettent d’obte- 
nir des toxines dont la moyenne, au cours de douze mois, est de 
12,8 unités. 

4° 1931-1932. Etude des effets du temps d’hydrolyse des panses 
de pore, durée de la digestion portée a vingt-quatre heures 
(350 grammes de hachis de panse par litre d’eau acidulée) ; résul- 
tats de juillet 1931 4 septembre 1932 : 15,7 unités (G. Loiseau et 
M. Philippe). 

5° Emploi des régulateurs de réaction et spécialement de l’acé- 
tate de soude (A. Berthelot et G. Ramon, 1925-1932) associé au 
glucose. Toxines produites de juin 1932 A mai 1934 : 27,4 unités. 

6° 1932 a 1934. Augmentation de la proportion du_ liquide 
d’hydrolyse pepsique des panses de porc aux deuz tiers du volume 
du bouillon, réduction de la macération de viande A un tiers, au 
lieu de parties égales (G. Loiseau et M. Philippe). Valeur moyenne 
des toxines obtenues d’octobre 1932 a aott 1934 : 27 unités. 
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7° 1934 a 1988. Réduction a 500 cent. cubes, au lieu de 1.200, 
du volume de bouillon mis en culture. Ulilisation du maltose 
associé au glucose et a l’acétate de soude (G. Loiseau et M. Phi- 
lippe). Valeur moyenne des toxines : 35,8 unités. 


II. Soucne toxiczne. — Il ne sera question, dans cette deuxiéme 
partie, que de la souche de bacille diphtérique Park et Williams 
n° 8, envoyée au D™ L. Martin en 1895 et conservée, depuis cette 
époque, au laboratoire de la Diphtérie. 

- L’altération du pouvoir toxigéne peut se produire sur un milieu 
qui s’était montré favorable a l’entretien de la souche et a la pro- 
duction de toxine. Exemple rapporté par H. L. Wilcox en 1922 : 
Ja souche originale de Park et Williams n° 8, entretenue depuis 
1895 jusqu’en 1914 sur bouillon 4 la peptone Witte, s’affaiblit 
progressivement de 1914 a 1916 et ne retrouve pas son pouvoir 
toxigéne initial, méme sur un milieu a la peptone Park Davis ou 
la souche Institut Pasteur n° 8 produit des toxines tuant au 1/800 
et au 1/1.500. Cette derniére origine, dans le milieu a la peptone 
Witte, voit également son pouvoir toxigéne s’affaiblir. 

Une autre cause d’altération du pouvoir toxigéne réside dans 
Jes repiquages trop fréquents sur le milieu de conservation (Pap- 
penheim Jun. et S. J. Johnson). 

L’adaplation d’une souche a un nouveau milieu est envisagée de 
facons diverses par les auteurs. Pour H. L. Wilcox, il n’est pas 
nécessaire de faire de nombreux passages si le milieu est bien 
adapté a la production de toxine; l’un de nous, avec G. Abt, a 
montré qu’un bacille diphtérique habitué & un bouillon de pH 7,8 
a 8 peut étre transporté dans des bouillons de pH 5,8 a 9 sans 
adaptation ; Hewlett, en 1930, assure que la culture doit étre 
acclimatée au nouveau milieu; pour A. M. Pappenheim Jun., il 
est inutile de poursuivre l’adaptation au nouveau milieu. Lors de 
la substitution du milieu a base de viande non fermentée (G. Ramon, 
1929) au mileu Martin a base de viande fermentée, nous avons 
continué, pendant deux ans, les passages sur ces deux milieux ; il 
ne nous est pas apparu que la substitution d’un milieu a un autre 
ait pu nuire a l’entretien de la fonction toxigéne. 

L’examen de deux souches, poursuivi simultanément dans le 
méme bouillon, montre qu’avec le temps il peut se produire insen- 
siblement une dégradation de l’aptitude toxigéne ; cette dégrada- 
tion peut reconnaitre une cause indépendante du milieu et de la 
souche (température trop élevée de l’étuve), mais semble également 
due a d’autres causes, peut-étre a la rareté ou a l’excés de certains 
éléments du milieu plus nécessaires 4 certaines souches pour pro- 
duire une toxine de haut pouvoir. 

La conservation sur sérum coagulé ne met pas absolument a 
Vabri des variations du pouvoir toxique. Sees . 

Pour essayer d’obtenir une meilleure stabilisation du pouvoir 
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loxigéne, nous avons essayé, depuis plas années, la conser— 
vation de la souche Park et Williams n° 8 par passage, une fots 
par semaine, dans de petits ballons de bouillon (150 cent. cubes) 
recouvert d’une couche de 2 centimetres d’huile de vaseline. Con- 
servation en anoxybiose opposée au mode habituel en oxybiose. Au 
cours de 24 essais simultanés, le nouveau procédé de conservation: 
se montra supérieur a l’ancien, tant par la moyenne plus élevée 
des toxines obtenues: que par l’oblention de plus hautes valeurs. 


ESSAI DE STABILISATION 
DE LA FONCTION TOXIGENE DU BACILLE DIPHTERIQUE 


par M. PHILIPPE. 


Pasteur avait envisagé la « fermentation comme une conséquence- 
obligée de la manifestation de la vie » quand elle s’accomplit « en 
dehors des combustions directes dues au gaz oxygéne-libre » (1), 
puis, plus loin, envisageant les deux modes de vie de Mycoderma 
vini, il précise qu’ « il n’y a qu’une différence qui est irrécusable : 
dans un cas, la vie de la plante a lieu au niveau du lquide, en 
présence d’air atmosphérique ou mieux de gaz oxygéne, c’est préci- 
sément pourquoi il est plus explicite d’employer le mot oxybiose 
au leu d’aérobiose, l’antonyme étant anoxybiose au lieu d’anaéro- 
biose, tandis que dans l’autre elle s’accomplit hors de son 
influence, ou du moins au contact d’une quantité d’oxygéne 
extrémement faible... » 

Armand Gautier ayant constaté que les produits oxygénés: 
excrétés par lorganisme animal proviennent du dédoublement 
direct des tissus et des aliments consommés sans intervention 
aucune d’oxygéne libre, puis, dans le bilan de ce gaz absorbé par 
les poumons et celui contenu dans les excreta, respiration com- 
prise, que le rejet de l’oxygéne surpasse d’environ un cinquiéme 
celui absorbé, il en conclut que le cinquiéme du fonctionnement 
animal se fait par fermentations directes par suite de dédouble- 
ments ou d’hydratations anaérobies (2). Les expériences d’ Armand 
Gautier mettent en évidence « le fonctionnement général anoxy- 
biotique, sans aucune spécificité, puisqu’il est propre a tout tissu 
vivant et qu’on peut méme obliger chacune de nos cellules a fonc-- 
lionner et a vivre sous la forme anaérobie ». 


(1) L. Pasteur. C. R. Acad. Sc., 75, 7 octobre 1872, p. 784. 

(2) A. Gautier, Lettre ad la Gazette hebdomadaire de Médecine,. 
1 juillet 1881, et La Chimie de la cellule vivante (Encyclopédie des. 
aide-mémoire Léauté), Masson édit., Paris. 


— 
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J'ai été amené a envisager ces considérations cn étudiant le 
bacille diphtérique, qualifié d’anaérobie facultatif, du fait qu'il 
cultive dans toute la hauteur de la gélose de Veillon, milieu dans. 
lequel il ne peut emprunter l’oxygene qui lui est nécessaire qu’aux 
dépens des matériaux de ce milieu de culture. 

Utilisant non plus un milieu solide, mais liquide (bouillon), jal 
constaté que le bacille diphtérique cultivait normalement, formant 
un voile, lorsqu’on l’isolait du contact de lair par une couche 
suffisamment épaisse d’huile de vaseline, le voile se formant a l’in- 
terface. Le voile, vu au travers de la couche huileuse, apparait mat, 
chagriné et uni, ce qui le différencie de celui formé au contact de 
Pair qui est fragile, scissuré, lisse, gras, onclueux, diaphane. 
Tandis que dans le premier cas le voile, solidement maintenu a 
Vinterface, n’abandonne lentement qu’un fin dépot pulvérulent de 
corps microbiens, celui qui se forme au contact direct de lair 
laisse progressivement tomber au fond du vase des lambeaux plus 
ou moins grands. Le bacille diphtérique ainsi conservé sous huile 
de vaseline se conserve trés longtemps (plus de dix-huit mois en 
Vétat actuel de nos constatations) sans aucun repiquage, alors 
qu’en culture aérobie sa vitalité cesse aprés quelques jours si l’on 
n’a pas soin de le repiquer toutes les quarante-huit-soixante-douze 
heures. 

Dans un travail antérieur au mien, Truche (8) a fait d’analogues. 
constatations, mais ne parle pas du bacille de Leeffler. J’ai nommé 
ce phénoméne « hypoxybiose » (4), m’appuyant pour cela sur les 
travaux de Pasteur et d’A. Gautier, ainsi que sur la constatation 
que j’ai faite de l’existence constante d’une faible quantité de 
toxine (1.10—1 41.10 —*) qui ne peut prendre naissance qu’en 
empruntant l’oxygéne nécessaire 4 sa production au milieu méme. 


TECHNIQUE ACTUELLE DE LA PREPARATION DES SOUCHES QUI SERVENT 
DE SEMENCE POUR L’OBTENTION DE LA TOXINE. — La souche est repi- 
quée toutes les semaines (actuellement 350° passage de la colonie 
originelle) dans du bouillon frais sans addition d’acétate sodique 
ni de glucides. Dés que la culture est obtenue (vingt-quatre heures. 
et méme beaucoup moins), je la fixe, en Visolant, sur du sérum 
coagulé également recouvert d’huile de vaseline. La culture, qui se 
fait comme dans les conditions ordinaires, une fois amorcée, on 
scelle le tube qui est conservé 4 lVobscurité et 4 la température 
ordinaire. Pour utiliser la souche ainsi obtenue, on préléve une 
colonie que l’on transfére dans un tube de bouillon surmonté d’une 
couche d’huile de vaseline d’au moins | centimétre d’épaisseur. 
Aprés vingt-quatre heures, le voile s’étant formé, on retire délica— 
tement l’huile ct en roulant vivement le tube entre les mains on 


(3) C. Trucur. Ces Annales, 38, 1924, p. 516. 
(4) M. Puiirpr, C. R. Soc. Biol., 426, 1937, p. 170. 
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émulsionne le voile (on obtient trés facilement une émulsion trés 
fine), qui est A son tour reportée dans un petit ballon dit d’ense- 
mencement, contenant 200 cent. cubes environ de bouillon pur. 
Aprés vingt-quatre heures de séjour a l’étuve, on obtient un voile 
abondant, exubérant, qui, aprés sa répartition par agitation dans 
le bouillon, sert de culture de semence. 


L'ENDO-ANATOXINE TYPHIQUE 
ET SES APPLICATIONS DANS LA VACCINATION 
ET LA SEROTHERAPIE ANTI-TYPHIQUES 


par E. GRASSET. 


(Institut de Recherches médicales de Afrique du Sud.) 


Des recherches commencées en 1926 sur les dérivés anti- 
géniques des bacilles typho-paratyphiques, nous montrérent qu’en 
soumettant des émulsions concentrées chauffées 4 58°, de bacilles 
typhiques, de pouvoir antigénique sélectionné (type « Vi ») a un 
procédé d’extraction par congélalions répétées on obtient un pro- 
duit soluble contenant les principes antigéniques de |’émulsion 
originale. Par l’action combinée du formol (5 p. 1.000) et de 
la chaleur, on obtient, aprés six semaines a 38°, un antigéne 
atoxique, ayant conservé néanmoins ses propriétés antigéniques 
originelles. Ce nouveau type d’antigéne « endo-anatoxine 
typhique », comme nous l’avons désigné (ou endotoxoid, 
selon la nomenclature anglo-saxonne), confére 4 l’animal d’expé- 
rience, tel que la souris, une haute protection envers |’injection 
d’épreuve, intra-péritonéale, de doses mortelles multiples de 
bacilles typhiques de type « Vi » ou « O ». 

Des vaccinations humaines, effectuées dés 1933, montrérent que 
VYendo-anatoxine typhique peut étre injectée sans inconvénient 
chez des sujets de tout Age, depuis le nourrisson, l’adulte, jusqu’au 
vieillard de quatre-vingts ans. Les réactions bénignes, observées 
chez une faible proportion de sujets, ne sont que rarement accom- 
pagnées (moins de 1 p. 100) d’une élévation de température ne 
dépassant qu’exceptionnellement 38°. 

Les statistiques portant sur plusieurs centaines de mille de 
mineurs du Transvaal sont unanimes 4 souligner l’incidence 
exceptionnelle des réactions vaccinales ne nécessitant aucune 
interruption de travail. De 1933 4 1938, prés de 500.000 sujets 
ont été vaccinés par l’endo-anatoxine typhique en Afrique du Sud 
et dans diverses colonies anglaises et portugaises dont environ 
350.000 dans les mines d’or du Rand. Les statistiques, relatives 
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a la vaccination de 152.000 mineurs, de 1934 a 1936, montrent 
une chute considérable de l’incidence et mortalité typhiques, soit 
respectivement de 1,13 et 0,23 p. 1.000, par rapport aux années 
précédentes. Une morbidité et mortalité environ 7 fois supé- 
rieures furent observées dans un groupe de 77.000 mineurs 
vaccinés par voie buccale durant la méme période. L’endo-ana- 
toxine a été recommandée et introduite par les autorités sanitaires 
gouvernementales dans de nombreuses villes et districts ruraux, 
collectivités européennes et indigénes, travaux publics et d’irri- 
gation, prisons, écoles, orphelinats, etc. 

C’est ainsi qu’une expérience comparative, sur une population 
de 20.000 indigénes, parmi lesquels 4.357 furent vaccinés par 
Vendo-anatoxine typhique, montra une incidence de typhoide plus 
de 10 fois inférieure chez les sujets vaccinés, et mortalité nulle, 
par comparaison aux sujets non immunisés et dont la mortalité 
s’éleva a 1,05 p. 1.000. 

L’ensemble des statistiques montre que partout ot la vacci- 
nation par l’endo-anatoxine typhique a été introduite la morbidité 
et la mortalité par typhoide sont tombées dans des proportions 
considérables. 

La haute et rapide immunité, conférée par l’endo-anatoxine 
typhique, est aussi démontrée par la présence chez les sujets 
vaccinés, d’agglutinines antityphiques H et O, a titre élevé, attei- 
enant respectivement 1/3.000 et 1/800, dix jours aprés une pre- 
muiére injection d’endo-anatoxine et 1/10.000 «H» et 1/5.000 «O», 
avec l’endo-anatoxine concentrée. 

Par précipitation par l’alcool absolu, il est possible d’extraire 
de l’endotoxine et de l’endo-anatoxine obtenues par ce procédé, 
un antigéne purifié, et qui, apres redissolution, confére a la souris 
et au lapin un degré de protection, et stimule la formation 
d’agelutinines, & des taux comparables a ceux résultant de l’injec- 
tion des antigénes originels. 

Par ailleurs, l’endo-anatoxine typhique a été ulilisée dés 1928 
pour la préparation d’un sérum anti-typhique doué de propriétés 
anti-bactériennes et anti-toxiques, sérum utilisé dans le traitement 
de plus de 3.500 cas de fiévre typhoide. . 

Les statistiques portant sur de nombreuses séries de cas traités 
par le sérum, montrent une réduction globale de la mortalité de 
plus de 50 p. 100, par rapport a celle des sujets non soumis au 
traitement sérothérapique. 


M. Weinberg. — Je serais obligé 4 M. Grasset de me dire 
comment il titre son sérum antityphoidique et quel est le titre le 
plus actif qu’il a obtenu. 


M. Grasset. — Le titrage du sérum antityphoidique que nous 
préparons actuellement est effectué par rapport 4 son contenu en 
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anticorps Vi et O, respectivement par la détermination de leur 
taux en agglutinines spécifiques et par |’épreuve de protection 
sur la souris, en injectant des groupes de souris avec une dose de 
sérum 4 examiner et faisant suivre cette injection, dix-huit heures 
plus tard, de l’injection intrapéritonéale d’épreuve de doses mor- 
telles multiples de bacilles virulents de type Vi, dans le cas du 
titrage de l’anticorps Vi; en ce qui concerne l’anticorps O, de 
doses mortelles multiples de bacilles typhiques O, telles que 
0 gr. 01, ou de doses mortelles multiples d’endotoxine soluble, ou 
encore de bacilles typhiques tués par la chaleur. 

Le titre agglutinant de ce sérum atteint 1/100.000 pour l’agglu- 
tinine anti-O, et 1/3.000 pour l’agglutinine anti-Vi. 

Le pouvoir protecteur chez la souris atteint, pour 1 cent. cube 
de sérum, 10 doses mortelles pour le bacille typhique de type Vi ; 
pour le pouvoir protecteur anti-O, c’est-a-dire anti-endotoxique, 
il atteint 5 doses mortelles, dose au-dessus de laquelle les résultats 
sont irréguliers. Le sérum posséde done des pouvoirs antiinfec- 
tieux et anti-endotoxique de titres élevés. 


L’ETAT REFRACTAIRE DES COBAYES, POST PARTUM, 
VIS-A-VIS DES TOXINES TETANIQUE ET DIPHTERIQUE 
INTRODUITES PAR VOIE VAGINALE 


par P. NELIS et E. LAGRANGE. 


(Laboratowre Central de V Administration de VHygiéene, 
Brucxelles ) 


Lorsque, a une série de cobayes, on introduit, dans la cavité 
vaginale, des doses diverses de toxine télanique, on constate qu’a 
partir de. 50 doses minima mortelles, on détermine la mort de 
animal par tétanos, en quatre a cing jours, ou dans un temps 
plus court, si la dose instillée est plus forte (100 4 250 doses minima 
mortelles : mort en deux jours). 

Or, si on introduit, par la méme voie, des quantités de toxine 
tétanique allant de 50 a 5.000 doses mortelles, chez des cobayes 
qui ont mis bas depuis moins de trois jours, on constate que ces 
animaux supportent ces doses énormes sans le moindre inconvé- 
nient. 

Nous avons obtenu des résultats analogues en utilisant la toxine 
diphtérique : alors que les témoins meurent d’intoxication diphté- 
rique, par instillation vaginale de 0,05 cent. cubes d’une toxine 
tres active, les méres, aprés le part, résistent aA des doses au 
moins dix fois plus fortes. En vue de préciser le déterminisme 
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de cet état remarquable, nous avons réalisé une série d’expé- 
riences qul nous ont permis de faire les constatations suivantes : 

1° Le phénoméne est de courte durée. Il est lié & la mise bas 
et non a l’état de gestation. 

L’état réfractaire se manifeste aussitot aprés la mise bas; il 
persiste de trois 4 quatre jours, puis il disparait sans laisser de 
traces. Une mére qui, aprés le part, supporte 1.000 doses mortelles 
de toxine tétanique instillée par voie vaginale, succombe au tétanos 
Jorsqu’on lui instille, par la méme voie, 50 doses de toxine, cing 
a huit jours aprés la premiére instillation. Quelques jours avant 
la mise bas, le cobaye est aussi sensible que les témoins. La mise 
bas de petits prématurés détermine l’apparition de |’état réfrac- 
taire. 

2° La résistance des cobayes, aprés le part, est due & un état 
réfractaire local et non général. 

a) Si, 4 une mére, on inocule, sous la peau, pendant la période 
réfractaire, une seule dose mortelle de toxine tétanique, elle suc- 
combe comme un animal neuf. 

b) Le sérum d’un cobaye, prélevé pendant la période réfractaire, 
ne posséde aucune propriété « neutralisante » ou « antitoxique » 
in vitro. 

3° Les essais entrepris en vue de reproduire le phénoméne in 
vitro ont échoué jusqu ict. 

Les mélanges effectués in vitro, au moyen de petites quantités 
de toxine tétanique, d’une part, et d’exsudat vaginal de la mére 
ou de liquide amniotique, ou d’extrait aqueux de cotylédons, de 
pulpe vaginale, de pulpe utérine d’autre part, se sont toujours 
montrés toxiques lorsqu’on les réinjecte sous la peau de cobayes 
neufs. 

4° L’état réfractaire de V animal, aprés le part, parait lié a une 
disparition rapide de la toxine instillée. 

Si, aprés instillation vaginale d’une forte quantité de toxine 
tétanique, on opére des prélévements successifs dans le vagin, 
on constate habituellement que la disparition de la toxine instillée 
est plus rapide chez les méres que chez les témoins. 


Prof. G. Dubreuil. — MM Nélis et: Lagrange ont-ils tenu 
compte, dans leurs expériences, des modifications de la structure 
de la muqueuse vaginale des cobayes au cours du cycle cestrien 
et dans le post-partum ? Le changement tres profond de structure 
de ]’épithélium peut avoir une influence considérable sur la faculté 
d’absorption de celte muqueuse vis-a-vis des toxines. 


Prof. Renaux rappelle que des auteurs allemands ont introduit 
chez des femmes, immédiatement avant Vaccouchement, des 
tampons imbilés de cultures strepltococciques, et que cette expe- 

. rience n’a pas été suivie de pénétration du streptocoque dans 
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lorganisme, phénoméne qu’il faut peut-étre rapprocher de celui 
signalé par M. Nélis 


Prof. Lisbonne. — Cette sorte d’immunité s’étend-elle aux 
cornes utérines ? 


M. Max Vandestrate. — Suite 4 la communication trés ité- 
ressante de M. Nélis et aux observations formulées par 
M. Renaux, ne peut-on admettre l’hypothése de l’apparition d'un 
état particulier de défense ou de résistance a l’absorption de 
toxines au niveau de la muqueuse vaginale de la femme au 
moment de l’accouchement ? La non-apparition de cet état chez 
certaines femmes pourrait étre la cause des infections strepto- 
cocciques observées aprés l’accouchement ou l’avortement. 
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TROISIEME SEANCE 


SEANCE CONSACREE A LA CHIMIOTHERAPIE 
DES INFECTIONS MICROBIENNES 


INTRODUCTION 


L’EVOLUTION DE LA CHIMIOTHERAPIE 
ANTIBACTERIENNE 


par E. FOURNEAU. 


Si on s’accorde, et a juste titre, pour reconnaitre en Ehrlich le 
véritable fondateur de la chimiothérapie, c’est parce qu’il en a 
donné une définition précise, en a formulé les lois, décrit les 
méthodes, et surtout parce que, le premier, il a réussi a guérir 
définitivement un animal infecté expérimentalement en lui injec- 
tant une substance chimique choisie parmi une centaine d’autres. 

Cependant, les essais pour atteindre électivement les parasites 
introduits dans la circulation d’un animal datent des premiers jours 
de l’ére pastorienne. Dés qu’on se fut rendu compte que des micro- 
organismes provoquaient des maladies infectieuses, qu’on pouvait 
les isoler, les cultiver dans des milieux appropriés, les injecter a 
des animaux neufs pour leur communiquer une maladie identique 
4 celle dont ils provenaient, et enfiin qu’il était possible d’empé- 
cher le développement des cultures, et méme de tuer les microbes 
avec des produits chimiques employés en quantité extrémement 
faible, on eut Vidée d’essayer l’effet de ces substances chimiques 
sur des animaux malades. C’est ainsi, en somme, qu’est née la 
chimiothérapie, et il est permis d’associer au nom d’Ehrlich ceux 
de Chamberland, de Koch, de Behring, de Mesnil, de Nicolle, ete. 

Jusqu’a ces tout derniers temps la chimiothérapie des maladies 
microbiennes n’avait donné que des déceptions, et on en com- 
prend maintenant les raisons. Les premiers essais avaient surtout 
porté sur des antiseptiques minéraux tels que le sublimé, sur 
le phénol, les essences. Ces substances n’avaient pas d’affinité 
particuliére pour les microbes, ou du moins elles étaient des pol- 
sons de toutes les cellules et elles justifiaient parfaitement ainsi 
cette phrase assez décourageante de Behring : 
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« On peut considérer comme une loi que les tissus et les cellules 
de lorganisme de homme et des animaux sont plus sensibles 
vis-a-vis de l’action toxique des désinfectants que n’importe quelle 
bactérie connue. Aussi, avant qu’un antiseptique ait des chances 
de tuer des bactéries ou d’inhiber leur croissance dans le sang ou 
les organes, |’animal lui-méme est tué. Le pessimisme de ceux qui 
déclarent que la désinfection dans un organisme vivant est a jamais 
impossible n’est que trop justifié. » 

A la lumiére des travaux récents, cette phrase rappelle celle que 
prononcait Velpeau quelques mois avant la découverte de l’anes- 
thésie quand il disait que la suppression de la douleur an cours 
d’une opération était une chimére qu’il n’était pas permis de pour- 
sulvre. 

Il fallait done, avant tout, trouver des produits chimiques se 
fixant électivement sur les bactéries. Or, quelques années aprés que 
Behring eut ainsi manifesté son découragement, Ehrlich, injectant 
un dérivé d’arsenic trivalent 4 un animal infecté expérimentale- 
ment par des trypanosomes, réussissait 4 l’en débarrasser et a 
sauver l’animal. On pouvait donc atteindre un parasite, une cellule 
étrangére au corps de l’animal sans incommoder ce dernier. Ce 
qu’Ehrlich avait pu réaliser chez la souris pour une infection due 
a des protozoaires, devait étre possible pour toutes les infections : 
chez Je rat, le cobaye, le lapin, chez les grands animaux, chez 
Vhomme. 

Pendant quelque temps, cependant, on a cherché des antisepti- 
ques de plus en plus puissants in vitro avec l’espoir d’en trouver 
un tellement actif que, méme en le répandant dans le corps de 
animal a une dilution extréme, il détruirait les microbes qui 
y sont contenus. Cela impliquait forcément — Ehrlich l’avait dit 
au début de ses recherches — une extréme diffusibilité ; cela 
nécessitait également des études sur la répartition des médica- 
ments, et comme il était difficile, chez les petits animaux de labo- 
ratoire, de doser dans les organes d’une maniére quantitative de 
trés faibles traces de médicaments, il était tout naturel de faire des 
essais avec des matiéres colorantes dont la répartition dans l’orga- 
nisme est facile 4 voir, tout au moins quand elles ne sont pas 
réduites, et par conséquent, décolorées. 

Or, les travaux de Pasteur, de Koch, sur la coloration des bac- 
téries, ceux d’Ehrlich, de Goldman, de Schuleman, sur la colo- 
ration des tissus, mettaient au premier plan la notion de spécifi- 
cité. Déja, avec les matiéres colorantes on avait observé des faits 
trés intéressants, surtout dans le domaine de la coloration in vivo 
des tissus, en relation étroite avec la constitution des couleurs. 
Ehrlich méme avait découvert une matiére colorante dérivée de 
l’oxazine, qui colorait in vivo certaines parties des trypanosomes 
a l’exclusion de tout le reste de la cellule. C’était la une preuve 
apparente vraiment remarquable de spécificité qui, en méme 
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temps, donnait, dans une certaine mesure, raison aux théories 
d’Ehrlich sur l’action directe. des médicaments. 

Un premier point était donc bien établi : il était possible d’at- 
teindre les microbes dans le corps d’un animal sans trop endom- 
mager ce dernier. C’était une premiére forme de spécificité, mais 
il y en a une autre, et un grand progres a été réalisé par Bechhold 
et Ehrlich quand ils ont montré qu’en partant d’une substance 
donnée, du crésol par exemple, ou du naphtol, on pouvait non 
seulement augmenter trés notablement l’action antiseptique par 
Vaddition d’atomes d’halogéne dans la molécule, mais encore que 
les substances halogénées ainsi obtenues n’avaient pas la méme 
action sur tous les microbes. C’est ainsi, par exemple, que sur le 
bacille diphtérique le tétrabromonaphtol est 250 fois plus actif que 
sur le paratypique B. 

Cette notion de spécificité prend un caractére encore plus précis 
4 la suite des travaux de Browning, de Morgenroth et de Fleming 
sur les dérivés de l’acridine, de ’hydroquinine. La trypaflavine, 
en particulier, empéche le développement d’une culture de strep- 
tocoque a la dose de un millioniéme ; par contre, elle n’agit pour 
ainsi dire pas sur le colibacille, et encore moins sur le B. proteus. 
Pour tuer en vingt-quatre heures des cultures, en bouillon, de gono- 
coques, il suffit d’une concentration de trypaflavine variant de 
| p. 300.000 a 1 p. 30 millions ; pour le staphylocoque, il faut 
des concentrations de 1 p. 10.000. : 

Je pourrais multiplier les exemples, mais je citeral encore deux 
couleurs a cause de leur puissante action in vitro et de leur spéci- 
ficité. Le violet dahlia, qui agit a la dose de 1 p. 800.000 sur le 
staphylocoque et n’a presque pas d’action sur le bacille typhique, 
et le vert brillant, qui agit sur le charbon a la dose de 1 p. 10 
millions, tandis que pour le staphylocoque il faut atteindre la 
concentration de 1 p. 400.000. 

En méme temps que l’on précisait les phénomeénes de spécifi- 
cité, on se rendait compte de plus en plus de linsuffisance des 
essais dans les cultures en l’absence de tout élément rappelant de 
prés ou de loin l’organisme animal. =e 

Un des premiers, Mueller, montra la différence d’action des 
matiéres colorantes sur certaines bactéries en présence ou non de 
tissus animaux. C’est ainsi qu'il constata qu’en ajoutant aux 
milieux nutritifs une bouillie d’embryons de poulets, il fallait 
employer bien plus de matiére colorante pour obtenir la stérili- 
sation des cultures. Et déja il note que dans certains cas la 
différence est trés faible, comme avec le bleu de nuit, par exemple. 

Les études les plus systématiques sont dues a Browning, qui a 
fait faire un pas en avant a la question des antiseptiques en mon- 
trant d’une facon définitive qu’en présence de sérum Vaction de la 
plupart des antiseptiques était notablement diminuée. Par contre, 
quelques-uns, en petit nombre, gardaient leur pouvoir antiseptique 
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el ce dernier était méme augmenteé : tel était le cas pour la trypa- 
flavine, le rivanol. 

Il ne faudrait pas cependant attacher une importance exagérée 
aces différences et abandonner les essais in vitro dans des bouillons 
de culture, méme sans sérum. Il est évident que si on trouvait 
une substance agissant a la dose de 1 p. 100 millions, dans un 
bouillon, et seulement a la dose de 1 p. 1 million, en présence 
de sérum, il s’agirait la d’un produit trés intéressant. Il n’est pas 
interdit de croire, malgré l’expérience du prontosil dont nous 
parlerons tout a V’heure, qu’on trouvera des substances extréme- 
ment antiseptiques in vitro, qui seront également trés actives 
in vivo. L’essai in vitro est une des méthodes de chimiothérapie 
qu’on ne doit nullement abandonner ; elle n’est pas suffisante, 
c'est bien entendu, mais elle a sa place, sans compter qu’elle est 
en quelque sorte un délassement nécessaire 

Quoi qu'il en soit, c’est a la suite des travaux de Morgenroth et 
Browning qu’on a repris les essais in vivo qui avaient été entrepris 
auparavant d’une fagon systématique par Schimmelbusch sur les 
plaies infectées. Morgenroth fit ses premiers essais, d’abord sur 
les infections localisées, puis sur les infections génér alisées. Ils ne 
furent pas tout a fait négatifs, pas plus que ceux de Browning. 
Seulement, a cette époque, tous les éléments du succes n’étaient 
pas rassemblés comme ils le sont maintenant, et il est probable 
que les souches microbiennes qui servaient aux expériences 
n’étaient pas convenables. Comme on l’a constaté plus tard, la 
qualité, l’origine, la virulence des souches ont une importance 
capitale. 

Je passe rapidement sur d’autres travaux cependant bien inté- 
ressants, en particulier sur ceux de Jacobs et Heidelberger sur 
les dérivés de Ja quinine ot, pour la premiére fois, on voit appa- 
raitre aminophénylsulfamide, diazoté avee l’hydrocupréine. Jacobs 
et Heidelberger ont été trés prés de la grande découverte, car 
leur azoique — on s’en est rendu compte plus tard — agit sur les 
streptocoques. 

Je passe également sur les travaux qui ont conduit Léonard a 
Vhexylrésorcine qui occupe, a coté du mandélium, et des nouveaux 
antiseptiques de la série de l’aminophénylsulfamide, une place 
importante dans le traitement de certaines infections urinaires. Le 
mercurochrome, dérivé de la bromofluorescéine, est également 
tres employé ainsi que des dérivés de Vhexaméthylénetétr amine, 
le pyridium, etc. 

Cette premiére période dans l’histoire de la chimiothérapie des 
maladies bactériennes ne fut done pas sans laisser des traces 
durables, aussi bien en fixant des techniques nouvelles qu’en dotant 
la thérapeutique de substances intéressantes. 

Comme cela arrive souvent avec les médicamenis, on a trouvé A 
la trypaflavine, au rivanol, des emplois qui n’élaient pas prévus. 
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C’est ainsi que le rivanol est un excellent remeéde de la dysenterie 
amibienne ; la gonacrine, des infections a piroplasmes et de la 
fiévre ondulante. 

Et jarrive a la. sensationnelle découverte de Domagk , 
Jaquelle, comme celle de l’anesthésie, a ouvert une ére nou- 
velle dans la thérapeutique. G. Domagk publia, le 15 février 
1935, sous le titre : « Ein Beitrag zur Chemotherapie der 
bakteriellen Infektionen », les premiers résultats des recherches 
expérimentales poursuivies avec une substance nouvelle, la sulfa- 
midochrysoidine, ou Prontosil, née en 1932 du travail des chimistes 
Mietzsch et Klarer, dans les laboratoires de l’I. G. Farbenindus- 
trie. Cette substance posséde une action élective sur V’infection 
de la souris par le streptocoque hémolytique virulent et agit égale- 
ment dans l’infection chronique streptococcique du lapin et dans 
la staphylococcie du méme animal. Ainsi qu’on V’observe pour 
maints agents thérapeutiques, le Prontosil n’exerce son action sur 
les streptocoques que dans l’organisme vivant, il n’agit pas 
in vitro. 

Le 28 novembre 1935, M. et M™ J. Tréfouél, MM. F. Nitti et 
D. Bovet publiaient une premiére note intitulée : « L’action du 
p-aminophénylsulfamide sur les infections streptococciques expé- 
rimentales ». Ils émettaient l’hypothése que l’activité de la sulfa- 
midochrysoidine, ou Prontosil, et d’autres dérivés résultant de la 
copulation du diazoique de l’aminophénylsulfamide avec des mono- 
et des poly-phénols alcoylés ou non, provient de ce qu’ils « subis- 
sent dans l’organisme une série de modifications dont le premier 
terme serait la coupure de Ja double liaison avec formation d’ami- 
nophénylsulfamide ». Leur hypothése est basée sur le fait suivant : 
dans un azoique, il y a deux molécules associées par |’azote ; or, 
les modifications chimiques du Prontosil, quand elles portaient sur 
une des deux parties de la molécule, ne paraissaient pas avoir une 
influence trés grande sur l’action antiseptique ; par contre, toutes 
les modifications a l’autre partie se traduisaient par une dispari- 
tion presque totale du pouvoir antistreptococcique. Il paraissait 
done évident que le noyau essentiel de la molécule était celui qu'on 
ne pouvait toucher sans altérer profondément les propriétés de la 
molécule entiére. Comme les azoiques de la série du Prontosil 
se réduisent trés facilement dans l’organisme, il était naturel de 
penser que, dans le Prontosil, une seule partie état active. Cette 
partie est justement : l’aminophénylsulfamide qui fut immédiate- 
ment essayée sur infection streptococcique de la souris, et c’est 
ainsi que M. et M™° J. Tréfouél, Nitti et Bovet mirent en évidence 
activité de cette substance (Voir la formule a la fin de cette confé- 
rence). ; ; 

Il se trouvait donc démontré que l’action des substances anti- 
clreptococciques de la famille du Prontosil n’était pas liée aux 
propriétés colorantes que leur conférait leur fonction azoique, et 
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que, dans tous les cas, la partie aminophénylsulfamide joue un 
role important. 

Un domaine nouveau de la chimiothérapie antibactérienne par 
des dérivés organiques, de constitution relativement trés simple, 
se trouvait ouvert de ce fait. A cette série de dérivés sulfamidés, 
dont les applications cliniques se sont montrées déja nombreuses 
et fécondes, est venu se rattacher depuis un autre groupe de 
dérivés organiques, dérivés du soufre, celui des phénylsulfones 
(dont laction a été découverte simultanément par Buttle [1937], 
dans le laboratoire de M. Salimbeni et dans le mien), L’un d’eux 
est le Rodilone ; nous en parlerons tout a l’heure. 

Partant du phénylaminosulfamide, E. Fourneau, M. et M™° J. 
Tréfouél, Nitti et Bovet publiaient, le 16 mai 1936, une note préli- 
minaire contenant l’essentiel d’un article ultérieurement paru 
dans ces Annales, sur lactivité des dérivés du _ p-aminophé- 
nylsufamide. Les rapports entre la structure chimique et 
Pactivité des dérivés étudiés y sont envisagés. J’en retiens seule- 
ment ceci : seul lisomére p-aminophénylsulfamide s’est montré 
actif ; les dérivés ortho et méta sont dépourvus d’efficacité. 

Les recherches expérimentales sur l’action du 1162 F ont 
confirmé les premiers résultats de M. et M™ J. Tréfouél et de 
leurs collaborateurs. Citons en particulier les publications de 
Goissedet, Colebrooke, Buttle (1936), Long, Mellon, Rosenthal, 
Gross, Raiziss (1987), etc. 

En ce. qui concerne le mode d’action du p-aminophénylsul- 
famide, les premiers résultats positifs ont été rapportés le 13 juin 
par E. Fourneau, M. et M™ J. Tréfouél, Nitti et Bovet, qui décri- 
vaient l’action du 1162 F sur les moisissures et méme sur la ger- 
mination des végétaux supéricurs. Ils concluaient que l’action 
empéchante était en rapport étroit avec la constitution de la 
molécule, et variait parallélement avec l’activité des différents 
dérivés dans l’infection streptococcique. Cette premiére démons- 
tration de l’action directe de ’aminophénylsulfamide était bientdt 
suivie des travaux de Colebrook, Buttle et O’Meara, ot J’action 
in vitro du 1162 F sur le streptocoque était mise en évidence en 
bouillon de culture et dans le sang. 

Nitti, Bovet et M"* F. Depierre confirmaient leurs résultats et 
montraient le parallélisme qui existe entre l’activité thérapeutique 
des phénylsulfamides in vivo et leur action bactériostatique 
in vitro. 

Une série d’arguments nouveaux ont permis de vérifier l’hypo- 
thése de Tréfouél sur le mode d’action de la sulfamidochrysoidine 
et sa réduction dans l’organisme avec libération du p-aminophé- 
nylsulfamide. Fuller (1937), puis Marshall (1937) ont pu_ isoler 
et doser l’aminophénylsulfamide dans le sang, le liquide eéphalo- 
rachidien et urine des animaux ayant recu du prontosil. Paral- 
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lélement a ce fait, le sang (Colebrook, 1936) et l’urine (Kenny, 
Johnston et v. Haebler, 1937) d’animaux traités par le Prontosil 
acquiérent des propriétés bactéricides. 

Tout comme le prontosil, le p-aminophénylsulfamide est actif, 
non seulement sur le streptocoque, mais également sur le ménin- 
gocoque (Buttle, 1936 ; Proom et Buttle, 1937 ; Rosenthal, 1937), 
sur le pneumocoque (Rosenthal, 1937) et sur une série d’autres 
germes tels que le bacille typhique, p-typhique, aertrycke et les 
Pasteurella (Buttle, Parish, Mc Leod et Stephenson, 1937). 

Les premiers essais cliniques du 1162 F ont été faits par Cole- 
brook (1936) qui a signalé son action dans l’érysipéle et la fiévre 
puerpérale. Parmi les autres travaux cliniques importants, on 
peut citer ceux de Long, Foulis et Barr, René Martin, Debré, 
Armand-Delille, Robert Tiffeneau, etc., qui ont utilisé |’amino- 
phénylsulfamide avec succés surtout dans les méningites a strep- 
tocoques et 4 méningocoques ; ceux de Bohlan (1937) sur la gan- 
gréne gazeuse ; ceux de Kenny sur la colibacillose, de Hérold, 
Dees et Colston, de Durel, de Palazzoli, sur la blennorragie, ceux 
de Ballon, ete. 

Rich et Follis ont publié un travail sur la chimiothérapie de la 
tuberculose par le sulfanilamide qui autorise l’espoir d’atteindre 
aussi cette redoutable maladie par des substances chimiques 
voisines. 

Ce qui caractérise l’aminophénylsulfamide, c’est sa grande dif- 
fusibilité ; elle est telle que ce produit pénétre dans le liquide 
céphalo-rachidien et y porte ainsi son action antiseptique. 

Une autre particularité c’est que, mélangé avee du sang, il 
exerce sur les streptocoques une action bactéricide notablement 
plus grande que dans un bouillon de culture. Il exalte done les 
propriétés bactéricides naturelles du sang et répond ainsi a ce 
qu’on doit attendre d’un antiseptique. 

D’aprés R.-L. Mayer, le sulfamide serait transformé dans 
lorganisme en hydroxylaminophénylsulfamide. Cette hypothése, 
basée sur l’action bactéricide plus forte de ce dernier produit 
in vitro, est assez difficile a étayer par des expériences in vivo a 
cause de l’instabilité de la fonction hydroxylamine. 

Une exaltation de la phagocytose, provoquée par une excitation 
des leucocytes par l’aminophénylsulfamide, a été soutenue par 
Levaditi. Elle est évidemment possible, mais il parait également 
difficile de la mettre en évidence, la phagocytose pouvant étre 
facilitée, non seulement par l’excitation des leucocytes, mais par 
l’affaiblissement des microbes. 

Enfin, ni la splénectomie, ni le blocage du systéme réticulo- 
endothélial n’affectent l’action protectrice de 1l’aminophénylsul- 
famide, ce qui tend a prouver son invraisemblable indifférence 
vis-a-vis des tissus et du contenu des cellules les plus variées. 

Un travail tres intéressant de L. K. Wolf, étendant les résultats 
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d’Osgood sur les cultures de tissus, montre que le sulfamide n’en 
altére nullement le développement, et c’est la une constatlalion 
tres importante eu égard a l’extréme sensibilité de ces cultures. 

Les dérivés azoiques ne sont pas actifs in vitro, mais ils le 
deviennent en présence de cystéine qui les réduit, et c’est vrai- 
semblablement sous l’influence de substances réductrices iden- 
liques ou analogues a la cystéine que les azoiques se transforment 
en médicament directement actif sur les microbes, ce qui n’exclut 
du reste pas un aulre mécanisme d’action. 

En résumé, l’action directe de l’aminophénylsulfamide est par- 
faitement admissible pour les raisons suivantes 

1° Le médicament agit in vilro ; 

2° Il exalte le pouvoir bactéricide du sang ; 

3° Il existe un parallélisme étroit entre Paction microbicide du 
sang et les quantilés de sulfamide contenu dans ce dernier ; 

4° Enfin, l’état réfractaire vis-a-vis des streptocoques dispa- 
rait aussitot que le sulfamide lui-méme a disparu de la circu- 
lation sanguine, 

Les recherches ont été élendues a des séries nouvelles. 

Dans la famille des ezoiques, en dehors du Prontosil, 11 faut 
également ciler le Rubiazol-C (le premier Rubiazol n’étant pas 
aulre chose que la marque francaise du Prontosil). Le Rubiazol-C 
posséde une fonction carboxylée ; il est da a André Girard , iJ 
aurail un certain avantage sur Je Prontosil grace a sa solubilité, 
el a ce qu'il ne provoquerait pas de phénomeénes allergiques a 
cause de |’adjonction d’une fonction carboxylée. 

Aucun aulre produit préconisé depuis ne posséde la fonction 
azoique, ce qui montre, soit dit en passant, que malegré les cri- 
liques adressées, surtout du cdlé francais, aux idées de Tréfouél, 
on a suivi la méme voie que lui, du moins jusqu’a présent. Gois- 
sedet et ses collaborateurs ont découvert le benzylamino-3-benzol- 
sulfonamide, connu sous le nom de Septazine. C’est un produit 
lrés maniable mais dont l’action est moins étendue que celle de 
V’aminosulfamide. 

Knfin les deux derniers venus dans la méme série sont |’ Uliron 
el le Dagénan. 

L’Uliron fait partie d’amides complexes dans lesquels deux 
molécules de sulfamide sont unies lune a l’autre. Sa formule 
est la suivante 


NAP C8HSO?N HCSHASO2N(CH?)?. 


L’Uliron a été introduit dans la thérapeutique surtout pour le 
traitement de la blennorragie et des infections a staphylocoques. 
Il a donné lieu a des polynévrites assez graves qui peut-ctre 
s’opposeront a son emploi étendu (Hullstrung, Lohe, Cokkinis, 
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etc.), mais qui peuvent étre dues A de simples coincidences. 

Du reste, on ne peut pas demander a des médicaments aussi 
aclifs d’étre tout a fait anodins. On a beaucoup exagéré les phé- 
nomeénes toxiques qui sont certainement beaucoup moins nombreux 
et de conséquences beaucoup moins graves que ceux qui sont 
dus 4 Pabus des boissons alcooliques. 

Tout récemment, les chimistes anglais Ewins et Philipps ont 
préparé un produit trés intéressant qui est un dérivé imméliat 
de l’aminophénylsulfamide mais qui en différe en ce sens que ce 
n’est pas un amide de l’ammoniaque mais d’une amine organique : 
laminopyridine : c’est done l’aminophénylsulfamidopyridine ou 
Dagénan. 

Tout comme l’aminophénylsulfamide, ce nouveau corps est un 
antibactérien polyvalent actif contre le streptocoque, le ménin- 
gocoque, le colibacille ; mais, ce qui Iwi donne sa physionomie 
particuliére, c’est la netteté de sa puissance thérapeutique dans 
les infections 4 pneumocoque et & gonocoque. Ce corps est encore 
connu sous le n° 693. I] a déja fait objet de nombreuses publi- 
cations. Il est bien toléré et, s’1l est préférable de employer en 
association avec des soins locaux dans le traitement de la blen- 
norragie — ainsi que le recommande Palazzoli — il peut ¢élre 
utilisé seul lorsque les soins locaux sont impossibles a mettre en 
ceuvre. Ce médicament semble appelé a un trés brillant avenir. 


oN 
NH?.C°H*.SO02NH.C7% = ci 


Dagénan. y Ci 
gén N 


Plusieurs autres dérivés sulfurés ont été décrits, et en parti- 
culier les dinitro- diamino- et p-nilroaminosulfones. Tous ces 
corps sont plus ou moins actifs. Quelques dérivés de ce type 
(nitroaminodiphénylsulfoxyde) ont été préparés par André Girard 
et leur action sur le gonocoque a été rapportée par C. Levaditi, 
ete. Ils ne se sont pas maintenus dans la pratique médicale. I] 
n’en est pas de méme des aminodiphénylsulfones. 

Cette série de substances a été éludiée presque en méme temps 
en Angleterre par Buttle, Stephenson, Smith, Dewing et Foster, 
et en France par Fourneau, M. et M™° Tréfouél, Nitti, Bovet 
(elle avait été préparée auparavant par Fromm et Wittmann, a 
Fribourg, en 1908). Le dérivé diaminé, ainsi du reste qu2 le 
dérivé dinitré correspondant, est trés certainement le plus actif 
de tous sur le streptocoque et sur le pneumocoque, mais a cause 
de sa toxicité on n’a pu Je mettre dans le commerce, peul-étra a 
tort car il suffirait peut-¢tre de bien mesurer son administration. 

Par contre, le dérivé diacétylé, ou Rodilone, étudié par Ses 
savants francais cilés plus haut, est trés actif sur les streplo- 
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coques. I] agit également trés bien sur les gonocoques, ainsi que 
ont montré, les premiers, Heitz-Boyer et Palazzoli. 


CHSCO.NH.C'H4SO? C°H'NH.COCH?. 


Je ne peux m’étendre sur les applications cliniques de |’amino- 
phénylsulfamide et de ses dérivés. Je me bornerai seulement a la 
plus sensationnelle de ses applications : la guérison des ménin- 
gites a slreptocoque, & méningocoque et a pneumocoque. 

D’aprés des statistiques trés sérieuses fournies par Cawthorne 
et par Gray, discutées et reprises par Devernoix dans sa remar- 
quable thése sur les méningites septiques, on a relaté 72 cas de 
guérisons spontantées de méningites streptococciques entre 1900 
et 1936, soit donc une moyenne de deux par an, et cela dans le 
monde entier, du moins dans des pays ou des stalistiques sérieuses 
ont été faites. Or, depuis l’apparition de |’aminophénylsulfamide, 
on a relaté plus de 80 cas de méningites a streptocoque, identifiées 
dans le liquide céphalo-rachidien et guéries par l’aminophényl- 
sulfamide presque exclusivement employé actuellement dans le 
traitement des méningites, si on en croit de nombreuses publi- 
cations. 

Voici du reste ce que dit Cawthorne dans sa communication 
du 5 février 1938 (Lancet, p. 305) : 

« Il y a peu de maladies dans lesquelles lissue fatale soit plus 
a craindre que dans les méningites a streptocoque. Depuis |’intro- 
duction du sulfamide, aucun autre agent chimique thérapeutique 
n’est plus employé dans cette maladie. Le médicament a complé- 
tement transformé l’évoluiion des méningites. » 

Dans un article signé avec Delaunay, René Martin, qui a été 
le premier & employer le sulfamide dans le traitement des ménin- 
gites 4 streptocoque en France, s’exprime ainsi dans les Annales 
Médico-Chirurgicales (mars 1938, p. 86) : 

« De tous ces travaux que, faute de place nous ne pouvons 
détailler, il résulte trés nettement que le sulfamide constitue un 
progres considérable dans le traitement des méningites a strcp- 
tocoque. » 

Je signalerai, enfin, une opinion de Debré et ses collabora- 
teurs : ces auteurs estiment que le pronostic de la méningite 
suppurée a streptocoque est totalement transformé depuis la 
découverte du sulfamide. 

Je terminerai cet exposé par quelques citations extraites de 
conférences ou articles faits par des savents étrangers, en parti- 
culier par W. E. James, en Angleterre : 

« Indubitablement l’introduction des sulfanilamides a été la 
contribution la plus importante apportée a la médecine au cours 
des vingt dernicres années. » 
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T. E. Lescher, a la British Pharmaceutical Conference (Liver- 
pool, 1937) écrit ce qui suit : 

x Le progres le plus important dans celte voie a été récemment 
introduction des dérivés de la sulfonamide dans le traitement 
des affections provoquées par le streptocoque hémolytique. » 

En résumé, ce sont les laboratoires allemands qui ont fournt, 
les premiers, aux médecins, un produit vraiment efficace conire 
les infections bactériennes : le Prontosil. 

Sans diminuer en rien l’immense intérét de la découverte des 
savants allemands, celle des propriétés de Vaminophénylsuifa- 
mide (1936), un des constituants du Prontosil, faite par J. et Mm 
J. Tréfouél, Nitti et Bovet, est tout aussi sensationnelle, car il 
s’agit ici d’une substance trés simple, incolore, cristallisée, trés 
peu toxique et qui, tout aussi active que le Prontosil contre 
certaines infections a streptocoque, est en outre active sur les 
gonocoques et les méningocoques, dans tous les cas quand les 
centres nerveux sont atteints. 

A Vheure présente, on compte, 4 cdté du Prontosil, le Prontosil 
soluble, le Rubiazol C, !’aminophénylsulfamide (que nous aprel- 
lerons, pour simplifier : Septoplix), /Uliron, la Septazime, la 
Soluseptazine, le Dagénan, soit huit médicaments, dont deux 
paraissent polyvalents. Cette polyvalence est fort intéressante. 
Aprés vous avoir montré l’intérét de la notion de spécificité, je 
me demande maintenant si l’avenir n’est pas aux médicaments 
non spécifiques. 

Bien entendu, dans la série des infections bactériennes sur 
lesquelles la chimiothérapie agit, il y a des degrés. Le germe le 
plus fragile viv-a-vis des nouveaux remédes semble étre le strep- 
tocoqué hémolytique et, sur lui du reste, agissent tous les dérivés 
sulfamidés connus, méme le plus faible d’entre eux. 

Mais, parmi ces médicaments, Jes deux plus actifs sur chac:ine 
de ces infections, sont justement ceux qui agissent sur toutes, 
l’aminophénylsulfamide (Septoplix), le Dagénan. 

Il est intéressant de constater que trois corps trés simples et 
de constitution trés voisine ont servi de point de départ pour la 
chimiothérapie des maladies 4 trypanosomes et a spirilles, des 
leishmanioses et des maladies bactériennes : 


NH CtHEAS OF HINGE (i) (2). 2 2 Atoxyl. 
INE CHAS bOsHINa (1) n(n a ene nan ceeds Stibenyl. 
NH2CSH*SO2NH? (1) (4). . = - 2. eas = Aminophénylsulfamide. 


Tous trois possédent une fonction aminée dans la position 
para ou (4) par rapport au groupement fonctionnel caracté- 
ristique. 

Nous donnons ici la formule des médicaments dont il a ¢té 
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question dans cette conférence et qui ne figurent pas dans le 
texte ; 


NH? S02, COHSN == NiGOHS (NEA \GNES) per. eee Prontosil. 
(1) (4) (2) 
NH?.SO*. C*H*.N = N.C*H*(CO#Na)(NH*)(NH?). . .. . . Rubiazol-C. 
(2) (4) (6) 


IN HEE S OF COHEN Aare on eter stitea hale set tmionte ate eee . Aminophénylsulfamide 
(ou 1162 F). 
CSHS. CHAN MH CoHerSO2 NE 22 e-em seinen mune temremnciet Seplazine. 
COH CH 
NH?. $02. CeHt.N = N.C7 NG \c.NH.COCH? 


i | . Prontosil soluble. 
C C.SO8N 

\NcH7 \cu7 ‘ 

SO2NH? CeH*. NH. CH(SO*H)\CH?. CH(SO#H)C8H®. . 2... Soluseplaz'ne. 


NaS0O3.C 


Plus de 1.500 publications ayant été consacrées, dans ces deux 
derniéres années, aux seuls médicaments antibactériens, 1] m’est 
impossible de donner ici une bibliographie complete de la ques- 
tion et je me bornerai a indiquer trois monographies publiées 
dans trois pays différents et qui mentionnent les publications les 
plus importantes : 


F, Mierzscu. Ber. Abt. A. 74, n° 15, 1938. 
R. Orrenserc. Builetin of the New York Academy of Medecine, 14, 
n° 8, aott 1938, p. 453. Annales Médico-Chirurgicales, 3, n° 3, mars 1938. 


M. Schopfer. — M. Fourneau a parlé de moisissures et de 
graines servant de test pour l'étude de l’action antiseptique (bacté- 
riostatique) de Vaminophénylsulfamide, de ses dérivés et de ses 
isoméres. De quels organismes s’agit-il ? 


M. Fourneau. — De i’Aspergillus niger, du Mucor mucedo et 
de Penicillium glaucum. Nous avons également fait des essais sur 
des graines de cresson alénois. 


M. Schopfer. — A-t-on étudié les relations existant entre la 
composition générale du milieu de culture et la toxicité in vitro 
d’une substance ? Une variation de la source carbonée ou azotée 
vinflue-t-elle pas sur le pouvoir bactéricide ? 


M. Fourneau. — II est certain que la question de milieu joue 
un role considérable, mais elle est encore assez peu étudiée car elle 
se pose d’une maniére différente pour chaque variété de microbe. 
L’influence de trés faibles traces de métaux, par exemple, a été 
mise récemment en lumiére par M. Gabriel Bertrand au dernier 
Conseil Solvay et on peut se reporter a sa communication et aux 
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discussions fort intéressantes qui l’ont accompagnée. Nous avons 
cependant effectué au Laboratoire des recherches non encore 
publiées sur l’influence que peuvent exercer divers sucres et com- 
posés azotés sur le développement des cultures de moisissures en 
présence ou non d’aminophénylsulfamide. Dans des milieux conte- 
nant, a la place du glucose, du saccharose et du lactose et, a la 
place de nitrate d’ammonium, du chlorure d’ammonium et du 
nitrate de potassium, les cultures, comme on le savait déja, se 
développent normalement : elles sont au contraire arrétées dans 
tous les cas étudiés en présence d’aminophénylsulfamide. Par 
conséquent, les variations apportées aux sources carbonées et aux 
sources d’azote n’influent pas sur le pouvoir bactériostatique de 
l’aminophénylsulfamide, du moins dans les limites trés étroites 
des expériences effectuées. 

(Voir Rapports et discussions sur les vitamines et les hormones, 
Sixiéme conseil de chimie, Institut International de Chimie Solvay, 
octobre 1937, rapport de G. Bertrand, p. 1. C. R. Soc. Biol., 422, 
1936, p. 652, note de M. Fourneau et ses collaborateurs.) 


COMMUNICATIONS 


ETUDE EXPERIMENTALE 
DE QUELQUES DERIVES NOUVEAUX 
SUR LES STREPTOCOQUES ET LES PNEUMOCOQUES 


parE NIDTT, De BOVE, Meet Mee J: TREFOUEL. 


La chimiothérapie antimicrobienne s’est notablement enrichie au 
cours de ces derniéres années. Les dérivés actuellement connus 
peuvent étre classés en deux groupes principaux. 

1° p-aminophénylsulfamide et ses dérivés. 

Les dérivés de substitution sur la fonction amine libre sont, en 
général, beaucoup moins actifs que 1162 F et beaucoup moms 
polyvalents. a, ; 

Par contre, les dérivés de substitution sur la fonction amide 
semblent beaucoup plus intéressants et, notamment, le dérivé pyri- 
dinique (p-aminobenzénesulfamidepyridine ou 693-MB) qui est trés 
actif dans les infections streptococciques et pneumococciques expe- 
rimentales et dans la gonococcie chez ‘homme. 

2° Les dérivés du di- (p-aminophényl) sulfone (1358 F). Seuls ont 
été employés en clinique les dérivés acétylé (1399 F) et formylé 
(1423 F) avec des résultats trés satisfaisants. I] est inléressant de 
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remarquer que dans ces deux séries sulfamide et sulfone existe 
une partie commune : 


R étant NH? dans le sulfamide, C*H*NH? dans le cas des sulfones, 
et un reste alcoylé ou aliphatique dans les sulfones mixtes. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LE MECANISME D’ACTION 
DE LA DI- (°-AMINOPHENYL) SULFONE (1358F) 


par D. BOVET, M. et M=> J. TREFOUEL, F. NITTI et M's V. HAMON. 


L’urine d’un animal traité par le 13858 F renferme une forte 
proportion du dérivé aminé libre, une plus petite quantité du 
dérivé & amine bloquée. Aprés acétylation totale (expérimentale) 
de l’urine, il est possible d’en isoler un produit cristallisé, iden- 
tique a la di- (p-acétylaminophényl) sulfone (1899 F) [forme cris- 
talline ; points de fusion ; libération du 1358 par desacétylation]. 

L’urine d’un animal traité par le dérivé di-nitré correspondant 
(1357 F) renferme, d’une maniére analogue, les dérivés aminé et 
acétylé retrouvés dans le cas précédent. 

Les dosages ont pu étre effectués par voie chimique et par voie 
biologique. 

Les concentrations correspondent a celles qui exercent, in vitro, 
une action bactériostatique. 


RAPPORT ENTRE LA VITESSE DE REDUCTION 
DES MATIERES COLORANTES AZOIQUES 
ET LEURS PROPRIETES THERAPEUTIQUES 


par M. et M=> J. TREFOUEL, F. NITTI, D. BOVET et M¥ V. HAMON. 


La réductibilité des colorants azoiques varie avec leur consti- 
tution chimique et conditionne leur mode d'action dans l’orga- 
nisme. 


Certains azoiques agissent par l’ensemble de leur molécule 
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(exemple : Trypan bleu), d’autres (exemple : Prontosil) doivent 
leurs propriétés thérapeutiques a la libération de la partie active 
(p-aminophénylsulfamide). 

La rapidité de réduction joue le role primordial : elle est un 
facteur limitatif dans le premier cas, essentiel dans le second. 


TENTATIVES DE CHIMIOTHERAPIE 
ET DE CHIMIOPREVENTION 
DANS UNE TRYPANOSOMIASE ARSENORESISTANTE 
ET DANS LA SYPHILIS EXPERIMENTALE 


par A. BESSEMANS, A. VAN MEIRHAEGHE. E. VAN THIELEN, 
H. DE WILDE, P. WITTEBOLLE et 0. DE BORCHGRAVE. 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie de UV Université de I’ Etat 
a Gand. Directeur : Prof. D™ A. Brssemans.) 


Nous avons taché de guérir et prévenir l’infection provoquée 
chez le cobaye par une souche arséno-résistante de « Trypanosoma 
gambiense », d’abord au moyen de « trystibine » (dérivé antimonié 
trivalent), ensuite au moyen de « belganyl » (similaire a la « ger- 
manine » et au « moranyl »). 

L’action prophylactique de la trystibine fut nulle, et la dose 
méme maximale ne fit disparaitre que passagérement les parasites 
du sang périphérique. Le belganyl fournit les meilleurs résultats 
thérapeutiques A raison de cing administrations, une tous les huit 
jours, chaque fois de 5 centigrammes par kilogramme ; la préven- 
tion fut réalisée, en général, sort par une ou deux administrations 
de 5 centigrammes contre une ou deux infections, dont la derniére 
provoquée jusque soixante-dix jours plus tard, soit par 25 centi- 
grammes en une fois contre une seule infection, méme retardée 
de quatre mois. La combinaison trystibine-belganyl ne se montra 
pas plus favorable. 

Nos essais dans la syphilis expérimentale du lapin visérent, 
d’une part, la chimiothérapie de la kératite d’inoculalion par 
l’administration perorale de dichlorhydrate de génoquinine ou de 
« C 77 » Giemsa ; d’autre part, l’antéphylaxie de la méme forme 
de kératite au moyen de diverses pommades antisyphilitiques. _ 

La quinine per os, méme aux fortes doses que permit son emploi 
sous la forme des dérivés précités d’une toxicité amoindrie, ne 
produisit qu’un fléchissement éphémére des symptomes oculaires; 
elle ne peut servir que comme adjuvant dans les cures spécifiques. 

Malgré Vaction apparemment utile in vitro de leurs principes 
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actifs, les pommades a base de quinine ne sont pas plus efficaces 
in vivo que leurs seuls excipients ; cette efficacité est d’ailleurs 
trés faible et se limite A la premiére heure. Pendant les six pre- 
miéres heures, les pommades de Metchnikoff-Roux et de Gaudu- 
cheau paraissent douées in vivo d’une certaine vertu antéphylac- 
tique ; mais leurs seuls excipients la manifestent aussi pendant 
les deux premiéres heures. La méconnaissance facile de la syphilis 
inapparente et la difficulté de réaliser de bonnes conditions expé- 
rimentales, en particulier d’obtenir des témoins suffisamment variés 
et adéquats, doivent spécialement mettre en garde, dans un domaine 
ou tant de facteurs disparates peuvent intervenir, contre les appreé- 
ciations enthousiastes, fréquemment trop hatives. 


ESSAIS DE PREPARATION 
D’ARSENICAUX ORGANIQUES NON NEUROTOXIQUES 


ETUDE DE QUELQUES ACIDES ARSENICO-SULFONIQUES 


4 


par Ernst A, H. FRIEDHEIM (Genéve). 


Le facteur limitant l’application de tous les arsenicaux orga- 
niques pentavalents employés actuellement dans la lutte contre la 
maladie du sommeil est la toxicité pour le systéme nerveux cen- 
tral, en particulier pour le nerf optique. 

Cette affinilé néfaste pour le systéme nerveux serait due a la 
solubilité des arsenicaux dans les lipoides. Bien que cette appli- 
cation de la théorie de Meyer-Ovorton ne soit pas directement 
prouvée, elle suggére la préparation d’arsenicaux organiques inso- 
lubles dans les lipoides. Cet effet peut étre obtenu en introduisant 
des groupes acides fortement dissociés, tel que le groupe sulfoni- 
que. Dans ce but nous avons employé le principe de la réaction de 
Ehrlich et Herter pour condenser des acides naphtoquinone-sulfo- 
niques avec des acides amino-phényl-arsiniques. L’emploi de la 
fonction naphtoquinone s’imposait a la suite de l’observation que 
les oxynaphtoquinones ont, en soi, une certaine action trypano- 
statique. On obtient ainsi des acides du type [arsono-anilino-]- 
naphtoquinone-sulfonique, dont la substance suivante (2654 N) se 
révéla comme |’exemple Je plus important : 


HO, 0 
Kee 
ENle 
N ERO AsO,H, 
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Nous avons essayé de nous rendre compte de l’importance qu’ont 
les différentes particularités de la structure de ce type de composé 
quant a effet thérapeutique et a la toxicité, en préparant et en 
examinant, dans la trypanosomiase expérimentale de la souris. 
une série d’isoméres et de dérivés. 


ihe — Isoméres pu 2604 N. 


a) Isoméres de position du groupe sulfo : 


POSITION DOSE MAXIMUM DOSE MINIMUM INDEX 
du groupe — SO,II tolérée curative thérapeutique 

INOS A 3B) Gee ee 0,02 0 

O Se otsoh oe Sie than tpg Seem aI 0,6 4 

HS SBS Seed Be REY EAR ER ET Taree Pek 0,2 4 

Se 0,6 0,2 3 


Il en résulte que c’est le groupe sulfo en position 8 qui confére 
au produit un minimum de toxicilé et un maximum d’effet trypa- 
nocide. C’est le sel sodique de ce produit, c’est-a-dire de |’acide 
4-[4-arsono-anilino]1.2-naphtoquinone-8-sulfonique, portant dans 
nos notes le numéro 2654 N, qui a donné lieu a une étude expéri- 
mentale et clinique étendue, faisant ressortir l’innocuité parfaite 
de ce produit pour le systeme nerveux central et confirmant ainsi 
notre hypothése de travail. 

b) L’tsomére de position du resle anilino-arsonique, portant ce 
reste en position 2, est trés toxique (0,05 g/kg) et dépourvue de 
toute action trypanocide. 


Il. — Moovirications pu 2654 N LAISSANT LA STRUCTURE QUINONIQUE 
INTACTE OU PERMETTANT A L’ORGANISME DE LA REGENERER. 


a) Le leucodérivé est réoxydé dans l’organisme. I] est légére- 
ment plus toxique et 4 peu prés aussi actif que le 2654 N. 

b) Un blocage du groupe hydroxyle en 2 par estérification avec 
du chlorure de benzoyle ou avec de |’éther éthylchlorocarbonique 
augmente légérement la toxicité el diminue, mais sans |’effacer, 
le pouvoir trypanocide. 

c) L’introduction d’un groupe hydroxyle dans le noyau benzé- 
nigue porteur du reste arsinique (produit obtenu par condensation 
de l’acide 1.2-naphtoquinone-4.8-disulfonique avec l’acide 4-oxy- 
3-amidophénylarsinique) présente une forte diminution de la toxi- 
cité, allant de pair avec une forte diminution de action trypa- 
nocide (dose max. tol., 3,0 gr/kg; dose min. cur., 0,7 gr/kg). 
Chose intéressante : le produit 2654 est éliminé essentiellement 
par le rein. L’introduction d’un hydroxyle en para par rapport 
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au reste arsinique dévie |’élimination sur Je foie, et le produit 
phénolique, excrété avec la bile, quitte l’organisme par la voile 
intestinale. 
Ill. — Mopirications pu 2654 N 
SUPPRIMANT LA STRUCTURE QUINONIQUE. 


a) L’estérification compléte du 2654 N réduit avec le chlorure 
de benzoyle. 

b) La formation d’azines par condensation du 2654 N avec 
l’o-phénylénediamine, |’acide o-diaminophénylarsinique et o-diami- 
nophénylsulfonique, entraine la suppression de tout pouvoir trypa- 
nocide. 
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QUATRIEME SEANCE 


RAPPORT 


LA MICROBIOLOGIE CECOLOGIQUE 
SES PRINCIPES — SON PROCEDE 


par 8. WINOGRADSKY. 


Le texte du rapport est publié dans la brochure adressée aux 
membres de |’Association et dans ces Annales, 64, p. 731. 


COMMUNICATIONS 


CONTAMINATION ET SURINFECTION DANS LA LEPRE 


par E. MARCHOUX et V. CHORINE. 


A défaut de moyens de cultiver et d’inoculer 4 une espéce 
sensible le bacille de Hansen, la lépre du rat fournit un procédé, 
reposant sur la pathologie comparée, d’éclairer quelques-unes des 
obscurités dont s’entoure la lépre humaine. Deux problémes 
angoissants se posent 4 tous les léprologues : comment se prend 
la lépre, la surinfection est-elle possible ? 

Nous avons, a l’aide du rat, vu que le bacille peut pénétrer non 
seulement par une lésion cutanée, mais aussi sans aucune altéra- 
tion tissulaire, au travers de toutes les muqueuses saines. La porte 
dentrée se révéle par l’infection des ganglions vers lesquels 
convergent les lymphatiques de la région ow les bacilles ont été 
déposés. L’infection des muqueuses oculaires, nasales ou bue 
cales, entraine celle des ganglions sous-maxillaires. Des voices 
supérieures du pharynx, du larynx et de l’cesophage, elle va aux 
ganglions péribronchiques, de V’estomac aux ganglions mésenté- 
riques, du rectum et des muqueuses génitales aux ganglions du 
petit bassin. 

Une deuxiéme inoculation, faite 4 un rat infecté, ne réveille 
pas de phénoméne de Koch. Chaque introduction nouvelle de 
bacilles donne naissance & un nouveau foyer. 
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De ces recherches faites sur le rat, il est permis de penser 
que dans la lépre humaine la contamination par les muqueuses 


saines est possible et que les malades sont sujets a des réinfections 
possibles. 


LES FERMENTS ANAPHYLACTIQUES, LEUR NATURE, 
. LEUR MODE D’ACTION, 
LEUR ANALOGIE AVEC LES ANTICORPS MICROBIENS 
FIXATEURS D’ALEXINE 


par F. MAIGNON. 


(Ecole Vétérinaire d’Alfort.) 


Dans des recherches antériecures (C. R. de l’Acad. des Sc., 200, 
1935, p. 1154), nous avons montré l’existence d’une substance 
sensibilisante dans le sang de chiens anaphylactisés au sérum de 
cheval ou 4 l’ovalbumine et la présence simultanée, dans le sang 
de sujets en état de présensibilisation anaphylactique, de la méme 
substance sensibilisante et d’une autre substance, sinon désen- 
sibilisante, tout au moins préservatrice. Ces substances sont 
obtenues par un procédé d’extraction des diastases. Nous avons 
séparé la substance préservatrice de la substance sensibilisante 
par fixation de cette derniére sur ]’antigéne coagulé. Le filtrat ne 
contient plus que la seconde. 

Nous avons interprété ces faits en admettant que les protéines 
injectées dans le sang, lors de l’injection sensibilisante, subissent 
une dégradation en deux temps, comme dans les cavités diges- 
tives, sous l’action successive de deux ferments ou de deux caté- 
gories de ferments. Les premiers s’attaquent a la protéine intacte 
et aboutissent aux stades de dégradation constituant les poisons 
anaphylactiques (polypeptides ou dérivés décarboxylés), les 
seconds achevant la dégradation jusqu’aux stades atoxiques. 

Nous avons montré que l’état de sensibilisation est dai a la 
persistance des premiers ferments producteurs de poisons, aprés 
disparition des seconds, destructeurs de poisons, dont la spéci- 
ficité est beaucoup moins étroite et qui peuvent, de ce fait, étre 
utilisés par l’organisme a la destruction des polypeptides d’usure. 

Nous avons expliqué ainsi la nécessité d’une période latente de 
sensibilisation qui est le temps nécessaire 4 la disparition des 
seconds ferments. ; 

Ces ferments anaphylactiques sont-ils des catalyseurs apparus 
de toute piéce, ou des activants de l’alexine, A la facon des anti- 
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corps microbiens désignés sous le nom de sensibilisatrices, le 
catalyseur étant représenté, dans ce cas, par l’alexine ? 

Nous avons montré précédemment (C. R. de la Soc. de Biol., 
93, 1925, p. 400 et 109, 1930, p. 93) que les catalyseurs (lrypsine, 
amylases) ne se comportent pas, vis-a-vis de Vélectrolyse pro- 
longée, comme de simples protéines. Alors que, pour les cata- 
lyseurs, il faut quatre & cing jours d’électrolyse pour obtenir la 
dissociation complete et définilive du groupement organo-minéral, 
ce résultat est obtenu au bout de trois 4 cing heures avec les 
protéines inactives. Dautre part, pour les catalyseurs, il y a une 
coincidence exacte entre l’obtention de ce résultat, qui se traduit 
par la cessation de l’entrainement des floculats vers l’électrode et 
la perte totale de Vactivité diastasique. 

Avec un de nos éléves, P. Trefeu, nous avons soumis A l’élee- 
“trolyse prolongée les premiers ferments anaphylactiques. Nous 
avons constaté que l’état de non-entrainement des floculats est 
obtenu au bout de deux jours au lieu de quatre ou cing et que cet 
état ne coincide pas avec la perte d’activité. Si l’on arréte a ce 
moment l’électrolyse et que l’on mélange le liquide des deux 
tubes, le dépdt se redissout et le tout, injecté a des sujets neufs, 
transmet toujours l’anaphylaxie passive. La substance sensibili- 
sante n’est done pas un catalyseur. Est-ce un ferment activant de 
Valexine, a la facon des sensibilisatrices ? 

Les sensibilisatrices dévient le complément par fixation de 
Valexine, dans la réaction de Bordet-Gengou. Nous avons 
recherché, avec un de nos éléves, A. Gaye, si les ferments ana- 
phylactiques se comportaient de méme et la réponse a été positive 
pour les premiers et les seconds ferments. 

Les ferments anaphylactiques ne sont donc pas des catalyseurs, 
mais des activants de l’alexine, comparables 4 l’entérokinase de 
Pavlof vis-a-vis de la trypsine ou plus exaclement de la protéinase 
tryptique. 

Nous pensons que ces ferments activants sont simplement de 
grosses molécules possédant a la fois de laffinité d’adsorption, 
par accrochages chimiques au moyen de valences libres, pour le 
catalyseur ct les substances sur lesquelles celui-ci doit agir. 
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ETUDE EXPERIMENTALE 
DE L’ACTION MICROBICIDE DES OZONIDES 


par E. RAMEL et C. VULLIEMOZ. 


(Clinique Dermatologique Universitaire, Lausanne.) 


L’action microbicide de l’ozone, signalée en 1894 par Morton, 
vérifiée en 1903 par Arloing et Troude pour le bacille de la diph- 
térie n’est pas encore élucidée de fagon définitive et nous avons 
tenté de vérifier dans une série d’expériences in vitro la modalité 
des effets exercés par l’ozone sur des variétés microbiennes 
définies. 

Le mélange d’oxygéne ozonisé dont nous avons fait usage dans 
ce but était caractérisé par une concentration d’ozone variant entre 
1,4 et 1,8 p. 100 et nous l’obtenions d’un effluveur électrique a 
basse fréquence (50 alternances par seconde), travaillant sous une 
tension variant de 4.000 a 8.000 volts, avec un débit d’ OR eEPS 
de 30 litres-heure. 

Ce chiffre de 1,4 4 1,8 p. 100, n’est pas Veffet du hasard, mais 
traduit la concentration optimale de l’ozone, qui déploie dans 
ces conditions une action catalytique maximale sur les molécules 
d’oxygéene du mélange. C’est ce qu’ont bien montré Briner et 
ses collaborateurs, en mesurant la quantité d’acide benzoique 
formée par transformation de son aldéhyde sous Vinfluence de 
Vozone. 

L’oxygéne ozoné, opérant par barbotage dans les milieux de 
culture liquides (bouillon peptoné de pH 7,3) préalablement ense- 
mencés par le Bacterium coli, le streptocoque hémolytique, le 
staphylocoque doré, voire la bactéridie charbonneuse, a mani- 
festé dans tous les cas une action bactéricide, d’intensité variable 
selon les espéces microbiennes. Cette action destructrice était 
totale en deux minutes déja pour le colibacille et la plupart des 
races de streptocoques, tandis que le staphylocoque doré résis- 
tait pendant dix minutes et qu’il ne fallut par moins de trente 
minutes pour obtenir la lyse compléte des filaments contenant les 
bactéridies charbonneuses et leurs spores. 

Dans tous les cas l’équilibre acido-basique du milieu s’est 
modifié sous l’effet de l’ozone dans le sens de l’acidité, le pH se 
déplacant déja de 7,3 a 5,6 apres un barbotage de dix minutes. 
Cette modification est stable et s’accentue peu sous l’effet d’une 
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ozonation prolongée. On observe durant le traitement une déco- 
loration du milieu qui n’est pas d’ailleurs définitive, mais ne se 
dissipe que lentement, en quelques jours. 

L’action préalable de l’oxygéne ozoné sur le milieu le rend 
impropre au développement des microbes et la durée de cetle 
action empéchante est d’autant plus longue que fut plus prolongée 
Vaction de l’ozone. 

On pourrait étre tenté d’expliquer simplement cetle action empé- 
chante par la destruction des substances nutritives du milieu sous 
Vinfluence des oxydations activées par l’ozone : tel n’est pas le 
cas. L’oxygéne ozoné ne détruit pas les substances organiques du 
milieu, mais forme avec elles des combinaisons moléculaires com- 
plexes, les ozonides (Harries, Briner, Staudinger), qui sont trés 
stables et caractérisées par la propriété qu’elles ont de conserver 
Vactivité peroxydique possédée par la molécule d’ozone fixée. 

L’ozonation du milieu ne signifie donc pas son épuisement, 
ainsi que nous l’avons vérifié par l’ozonation préalable durant 
dix-huit heures de tubes de bouillon peptoné, suivie de leur ense- 
mencement par le colibacille ou le staphylocoque. Dans l’un et 
l'autre cas, les tubes traités se trouvaient stérilisés aprés quarante- 
cing jours. Mais leur réensemencement, pratiqué le quarante- 
sixiéme jour, nous a montré que les milieux avaient récupéré dans 
une certaine mesure leurs propriétés : les tubes repiqués par le 
bacille pyocyanique, le colibacille et le staphylocoque montraient 
qu’aprés vingt-quatre heures le colibacille et le staphylocoque 
doré seuls s’étaient développés. Mais leur développement ne fut 
que temporaire, car aprés quarante-huit heures, le colibacille, et 
aprés soixante-douze heures le staphylocoque étaient détruits. Il 
est vraisemblable d’admettre que ce fléchissement momentané 
du pouvoir inhibiteur des milieux ozonisés résulte de la désagré- 
gation par vieillissement d’une certaine quantité d’ozonides. 

L’étude comparative des actions microbicides manifestées par 
l’ozone et l’oxygéne montre sans aucun doute Ja supériorité du 
premier de ces corps : tandis qu’un bouillon peptoné, subissant 
V’ensemencement préalable du staphylocoque doré, puis traité 
vingt-quatre heures plus tard et durant huit heures par l’ozone, 
acquérait un pouvoir destructeur total pour ce microbe — son 
pH s’abaissant de 7,3 a4 5,6 — le méme milieu soumis action 
de l’oxygéne (débit : 30 litres-heure) durant treize heures et 
demie, subissant une modification du pH de 7,3 a 6,2, n’exercait 
qu’une action inhibitrice relative sur le développement des sta- 
phylocoques, cette action se mesurant par la numération des sta- 
phylocoques, pratiquée dans la culture traitée par Voxygeéne et 


dans la culture témoin : 


228.000.000 par centimétre cube. 


Culture oxygénée...-..--- 
776.000.000 par centimétre cube. 


Culture témoein. ..-.-.- +++. 
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En résumé, l’ozone, mélangé & Voxygéne aux concentrations 
(1,4 - 1,8 p. 100) qui favorisent au maximum son pouvoir cataly- 
tique d’oxydation, exerce sur les microbes en culture une action 
microbicide dont le mécanisme parait dépendre surtout de la 
production d’ozonides. 


INTERACTIONS MICROBIENNES 
ETUDIEES PAR LA METHODE DE LA PARABIOSE 


par M, LISBONNE, L. NEGRE, R. SEIGNEURIN et G. ROMAN, 


Nous étudions depuis plusieurs années les modifications bio- 
logiques qu’on peut imprimer aux espéces microbiennes en les 
faisant vivre en « parabiose ». 

La culture en parabiose est réalisée par Vemploi de tubes 
d’Asheshof modifiés par nous. Deux espéces microbiennes diffe- 
rentes, mais volsines ou encore deux races d’une méme espéce 
peuvent ainsi se développer, séparées lune de [autre par un 
septum de collodion, mais dans des conditions telles que leurs 
produits de métabolisme peuvent mutuellement s’influencer. 

I, \Parabiose : 12x De B.\ coli,’ Boaerosenes =" 2° de, Beecous 
Para A et B. Eberth. — I n’y a pas d’antagonisme entre ces 
espéces qui se développent également pendant toute la durée de 
Vexpérience (six 4 huit mois). ; 

Un certain nombre de B. aerogenes acquiérent au voisinage de 
B. coli Vaptitude de faire de lindol, mais perdent en revanche 
celle de produire de l’acétyl-méthyl-carbinol. Ils tendent vers le 
type B. coli. 

B. coli, en présence de B. Eberth produit de 1’H,S. Il en est 
de méme pour para A qui, dés le deuxiéme passage au voisinage 
de B. Eberth fait autant d’H,S que ce dernier. 

II. Parabiose de Br. melitensis ef de Br. abortus. — 
Br. abortus (n° 45 de notre collection) mis en présence de 
Br. melitensis (n° 105) perd sa vitalité dés le deuxiéme passage. 

Par contre, ce méme melitensis meurt rapidement en présence 
de Br. abortus n° 512. 

Ce phénoméne, dont il n’est pas possible & l’avance de prévoir 
Péventualité, montre qu’il existe une véritable « incompatibilité » 
entre deux races, deux types d’une méme espéce. 

Nous indiquerons ultérieurement les modifications du compor- 
tement des souches vis-a-vis des colorants d’Huddleson. 

Ill. Parabiose de B. tuberculeux divers et BCG. — Le phé- 
noméne le plus remarquable est que BCG est rapidement inhibé 
dans son développement en parabiose avec un bacille bovin. Deés 
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le quatriéme passage, il est mort. Rien de tel au contact du 
B. aviaire ou méme d’un B. lisse (Becret). 

Nous étudions les modifications de virulence de races ainsi 
opposées deux par deux. 


M. Wollman rappelle, A propos de la communication de 
M. Lisbonne, qu’il y a quelques années M. Burnet a pu trans- 
mettre la thermoagglutinabilité d’une race thermoagglutinable a 
une race non thermoagglutinable de Br. melitensis, et que Wollman 
a pu rendre agglutinable par un sérum anti-para B un B. coli 
cultivé en présence du bacille paratyphique B. Le résultat a été 
négatif avec le bacille paratyphique A, espéce plus éloignée. Il 
semble bien que les faits trés intéressants rapportés par M. Lis- 
bonne puissent étre classés parmi les phénoménes de « para- 
hérédité ». 


VACCINATION DU COBAYE CONTRE BRUCELLA MELITENSIS 


par M. LISBONNE 


en collaboration avec G. ROMAN et G. RENOUX. 


Jusqu’& aujourd’hui, aucun expérimentateur, a notre connais- 
sance, n’est parvenu 4 immuniser le cobaye contre Br. meli- 
tensis (1), pas plus du reste que les autres espéces animales telles 
que chévre, brebis ou vache. 

-Les vaccins « tués » ne vaccinent pas. Les microbes vivants 
qu’on a utilisés a cette fin sont, ou avirulents pour le cobaye et 
se comportent comme des vaccins tués ou doués de quelque viru- 
lence : dans ce cas, ils infectent définitivement l’organisme et |’on 
ne peut plus parler de vaccinations ultérieures. 

Nous sommes parvenus a réaliser l’immunité « vrale » du 
cobaye au moyen d’un vaccin qui associe une souche absolument 
avirulente de Br. abortus bovis (B. 112) et les substances glucido- 
lipidiques extraits de Br. melitensis par la technique de Boivin. 

La coopération des deux substances nous a paru indis- 
pensable. La souche microbienne est dénuée de toute action vacci- 
nante ; l’antigene G. L. se comporte comme un antigene complet, 
susceptible de susciter la formation d’anticorps et d’allergiser 
Vanimal. Il augmente nettement la résistance 4 infection, mais 
d’une facon inconstante et insuffisante. 


(1) Dans ces temps derniers, Mac Ewen serait arrivé 4 vacciner le cobaye 
contre Br. Abortus, au moyen de souches avirulentes. Les résultats nous 
ont semblé plus inconstants que les nodtres. 
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Par contre, l’injection simultanée intradermique 4 trois reprises 
de 0 c. c. 5 d’antigéne Boivin et de plusieurs milliards de B. 112 
vaccinent l’animal au point qu’il résiste 4 l’inoculation ultérieure 
d’un million de Br. melitensis, extrémement virulents (prés de 
100 fois la dose infectante). 

Les animaux vaccinés suivis pendant plusieurs mois ont des 
hémocultures toujours négatives : les taux d’agglutination élevés 
au début de l’expérience baissent rapidement (de 1/650 a 1/10 et 
moins), les réactions allergiques diminuent d’intensité et se néga- 
tivent méme. A l’autopsie, absence de toutes lésions, si minimes 
soient-elles. Les cultures des organes (foie, rate, ganglions) sont 
toutes stériles. 

Dans deux séries de recherches ayant porté sur 20 cobayes, la 
vaccination a été obtenue dans 80-85 p. 100 des cas. Nous igno- 
rons la durée de l’immunité et sa solidité vis-a-vis de doses infec- 
tantes plus importantes. 

La méthode parait applicable aux espéces animales bovine et 
caprine. Des essais sont actuellement en cours dans le but de les 
protéger contre lavortement brucellique. 


* 


L’IMMUNITE D’ADAPTATION ET L’IMMUNITE 
DE DEFENSE 


par S. METALNIKOV. 


De nombreux biologistes et bactériologistes interprétent l’im- 
munité comme une adaptation progressive de l’organisme a des 
doses croissantes de virus ou de toxine. 

Ce genre d’immunité existe en effet : les cellules vivantes, de 
méme que n’importe quel organisme, peuvent s’adapter a toutes 
les substances toxiques. Cette adaptation est toujours accom- 
pagnée d’une diminution de la sensibilité des cellules envers ces 
substances. 

Mais l’immunité d’adaptation, qui se produit lentement, ne peut 
pas défendre l’organisme contre l’invasion des microbes, car 
ceux-cl se multiplient avec une grande rapidité. Il faut donc 
admettre qu'il existe d’autres moyens de défense pour protéger 
lorganisme contre l’invasion des microbes ou autres parasites. 

C’est ce qu’on appelle l’immunité de défense. 

L’organisme peut résister ayx microbes en produisant tout 
une série de réactions de défense, lesquelles sont A la base de 
Vimmunité naturelle et acquise. Les réactions de défense peuvent 
se produire soit a l’extérieur (l’cil réagit par le clignotement et 
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par la sécrétion des larmes, le nez réagit par l’éternuement et 
par la sécrétion des glaires, etc.), soit a l’intérieur, quand un 
microbe passe dans le sang ou dans les cavités du corps et des 
organes. 

_ Dans ce dernier cas, le parasite provoque une série de réac- 
tions défensives internes, qui ont pour but de le rendre inoffensif 
ou de le chasser de l’organisme. 

La défense organique se réalise grace A l’activité des diffé- 
rentes cellules et se réduit & cinq méthodes principales qui sont : 

1° la digestion intracellulaire ou phagocytose ; 

2° la formation de plasmode ou de cellules géantes ; 

3° la formation de capsules qui mettent les cellules et les 
organes sains a l’abri des microbes ; 

4° |’élimination des microbes par la formation d’abcés ; 

5° la formation d’anticorps dont le réle est important dans 
Vimmunité acquise. 

Il est impossible d’admettre que des processus si complexes et 
si conformes au but puissent se produire indépendamment du 
systéme nerveux. 

Nous avons fait a ce sujet de nombreuses expériences sur les 
chenilles de la mite des abeilles (Galleria melonella). Ces insectes 
conviennent bien a ce genre de recherches, ils s’immunisent trés 
facilement contre les divers microbes et présentent cet avantage 
que leurs centres nerveux sont trés faciles a détruire par bridlure. 
C’est ainsi que nous avons démontré que la destruction du 3° gan- 
glion thoracique diminue rapidement chez eux |’immunité natu- 
relle et acquise. 

Dans une autre série de travaux nous avons démontré que chez 
les chenilles ligaturées l’immunité acquise de la partie antérieure 
du corps est transmise a la partie postérieure par le systéme 
nerveux. 

Il est plus difficile de démontrer le réle du systeme nerveux 
dans l’immunité chez les animaux supérieurs. 

Nous basant sur un trés grand nombre de travaux, nous pou- 
vons affirmer que toutes les réactions cellulaires deviennent apres 
Vimmunisation, plus rapides et plus sensibles. C’est cette sensibi- 
lité renforcée (hypersensibilité) qui semble étre la cause princi- 
pale de l’immunité et de l’anaphylaxie. On peut dire que pendant 
Vimmunisation toutes les cellules se mobilisent et se sensibilisent 
contre les microbes donnés comme s’il s’agissait pour elles de 
combattre un véritable ennemi. 

Nous avons démontré qu’a la base de l’immunité se trouvent 
les réactions de défense. Attendu que ces réactions sont obliga- 
toires et involontaires, nous pouvons dire que nous avons ici 
affaire a des réflexes de défense. 

Si Vimmunité est le résultat des réactions de défense ou de 
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réflexes, n’est-il pas possible, en se servant de la méthode de 
Pavloff d’obtenir des réflexes conditionnels ? Les expériences que 
nous avons faites avec nos collaborateurs nous ont donné des 
résultats positifs qui ont confirmé cette hypothése. 


UTILISATION DES MICROBES SPOROGENES 
POUR LA LUTTE CONTRE LES INSECTES NUISIBLES 


par S. METALNIKOY. 


Nous avons commencé nos études sur les maladies des insectes 
et leur immunité depuis une vingtaine d’années. Nous avons 
démontré que les insectes résistent trés bien aux microbes les 
plus pathogénes pour homme et les animaux supérieurs (tuber- 
culose, lépre, diphtérie, etc.). Tous ces fails prouvent que les 
insectes sont admirablement armés contre les maladies infec- 
tueuses. Et cependant ils souffrent d’épizooties. Nous avons eu 
plusieurs fois loccasion d’étudier des épizooties chez Galleria 
mellona ct d’autres insectes nuisibles, et d’isoler des microbes 
sporogénes, trés pathogénes pour beaucoup d’insectes, surtout 
pour les chenilles nuisibles. 

Nous utilisons des spores séches en poudre qui se conservent 
pendant plusieurs années. 

En ajoutant a eau 2-4 grammes des spores, nous pulvérisons 
les émulsions sur les plantes, contaminées par des parasites. Les 
insectes mangent les feuilles avec les spores, s’infectent et 
meurent en un, deux ou trois jours. C’est ainsi que nous avons 
pu démontrer l’efficacité de notre méthode. 

Dans une série de travaux, nous avons étudié et décrit les diffé- 
rents microbes sporogénes que nous avons isolés des insectes 
malades et morts. 

Actuellement nous donnons la description des derniéres expé- 
riences que nous avons faites sur les arbres fruitiers, sur les 
vignes et les plantes potagéres. 

En ce qui concerne les plantes potagéres, nous avons eu |’occa- 
sion, dans le courant des années 1935-1937, d’étudier plusieurs 
invasions de chenilles dont, parmi des centaines, un grand 
nombre étaient mortes ou malades ; or, en étudiant les cadavres, 
nous avons pu découvrir plusieurs bactéries sporogénes ayant 
provoqué ces maladies. 

Aprés avoir appliqué des émulsionsede spores séches par pul- 
vérisation sur des centaines de choux, nous avons pu nous rendre 
compte de l’efficacité de ce traitement appliqué en plein champ. 
Tandis que sur les plans traités toutes les chenilles étaient mortes 
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aprés vingt-quatre & quarante-huit heures, sur les choux témoins, 
les chenilles, bien portantes, continuaient A ronger les feuilles. 

De méme, des expériences effectuées sur les arbres fruitiers de 
la maison Rousset-Bouscarde, de Cavaillon, pres d’Avignon, sur 
des pommiers complétement ravagés par les chenilles tordeuses, 
ont été des plus concluantes et, d’aprés le rapport de M. Rousset 
lui-méme, vingt-quatre heures aprés la pulvérisation des spores 
séches en émulsion sur les arbres, toutes les chenilles étaient 
mortes. 

Au cours de année 1937, nous avons étendu nos expériences 
et les avons exéculées sur une erande échelle, surtout dans des 
vignobles attaqués par une quantité énorme de parasites (pyrales 
des vignes: cochylis et eudemis). Les essais ont été groupés dans 
cing régions viticoles, les plus importantes de France : 

1° Epernay (domaine Moét et Chandon) ; 

2° Tours (Saint-Michel-sur-Loire, propriété du sénateur Ger- 
main) ; 

3° Bordeaux (Pauillac, dans la propriété du Chateau-Mouton- 
Rothschild) ; 

4° Narbonne (Sainte-Valliére, propriété de M. Cabanes). 

Nous pouvons dire sans aucune exagération que tous les 
résultats enregistrés cette année ont dépassé de beaucoup nos 
prévisions les plus optimistes, et les pesées des récoltes ont fait 
ressortir une plus-value des raisins tout a fait exceptionnelle en 
qualité. 

Ainsi par exemple, & Bouzy (maison Moét et Chandon), le trai- 
tement contre la chenille de la pyrale, avec une dose normale de 
spores de 1 gramme par litre, a fait baisser ]’infestation des che- 
nilles dans la proportion de 1 4 10 p. 100. 

Des résultats identiques et méme encore plus intéressants ont 
été observés A Bordeaux et a Tours avec le traitement contre la 
cochylis et l’eudemis. Au comptage des grappes abimées par la 
chenille d’eudémis dans les essais fait 4 Pauillac, on a constaté 
sur 100 grappes examinées dans le lot controle : 5.224 grains 
piqués et sur 100 grappes traitées, seulement 416 grains piques, 
c’est-a-dire 92 p. 100 de diminution de grains piqués due au trai- 
tement. 

De méme, A Sainte-Valliére, prés de Narbonne, ot la quantité 
de chenilles a été énorme, on a enregistré 16.350 grains piqués 
dans le contréle et 1.884 dans le champ traité, c’est-a-dire 
89 p. 100 de réduction de dommage occasionné par l’eudémis. 

Aprés le traitement il y a eu aussitét arrét brusque du mal et 
cicatrisation des grains piqués. De plus, le carré traité a donné 
5 hectolitres de vin alors que l’on aurait retiré a peine 50 hires 
de vin du carré de contréle équivalent. 
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PRODUCTION DE SUBSTANCES HISTAMINIQUES 
PAR LES BACILLES MUQUEUX 

EN MILIEU SYNTHETIQUE CONTENANT DE L'UREE 
COMME SEUL ALIMENT AZOTE 


par LEVY-BRUHL et M™ G. UNGAR. 


L’histaminogénése microbienne est connue depuis les travaux 
de A. Berthelot et D. Bertrand (1912), Mellanby et Twort (1912), 
mais la production d’histamine signalée par ces auteurs et par 
ceux qui ont approfondi cette question, s’effectuait 4 partir de 
Vhistidine, par décarboxylation. 

Nous avons pu mettre en évidence, avec la collaboration de 
G. Ungar, la formation par les bacilles muqueux (groupe du 
pneumobacille) en milieu synthétique contenant de J’urée comme 
source unique d’azote et du glucose comme aliment carboné com- 
plémentaire, de substances histaminiques en quantité appréciable 
(8 y par centimétre cube). Ces substances étaient caractérisées 
par leur action physiologique sur l’intestin isolé du cobaye, sus- 
pendu dans du liquide de Tyrode non glucosé, aéré et maintenu 
a 38°. La spécificité de la réaction se trouvait démontrée par 
Vaction inhibitrice du 933 F. et par ’épreuve de Dale, ainsi que 
par sa persistance aprés addition d’atropine. Certains échantil- 
lons ont été également éprouvés sur la pression artérielle du Chat 
et cette épreuve a confirmé la nature histaminique de la substance 
en cause. 

Le milieu synthétique utilisé avait la composition suivante : 

Urée 3 grammes, glucose 5 grammes, chlorure de sodium 
5 grammes, phosphate bi-potassique 1 gramme, sulfate de 
magnésie 0 gr. 20, eau distillée quantité suffisante pour 1.000 cen- 
timétres cubes. Ce milieu dont le pH était de 7-7,5 était réparti 
par fractions de 50 centimétres cubes en fioles d’Erlenmeyer, 
stérilisé vingt minutes a 120° et ensemencé a partir de cultures en 
gélose. 

Sur 35 échantillons de bacilles muqueux ainsi éprouvés, 6 n’ont 
pas poussé sur le milieu en question ou n’ont fourni qu’une 
récolte extrémement maigre ; 13 souches ont donné une culture 
abondante mais sans production appréciable de substance active ; 
17 de ces bacilles en ont fourni des quantités qui, par compa- 
raison avec une solution titrée d’histamine pouvaient étre évaluées 
aly, a 3-4 y par centimétre cube. 

En étudiant spécialement trois des échantillons les plus hista- 
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minogénes, nous avons pu établir la courbe de production des 
corps actifs. Ceux-ci apparaissent vers le quatriéme jour d’incu- 
bation et le taux s’accroit progressivement jusqu’au huiticeme ou 
dixiéme jour, puis il y a décroissance assez lente, en méme temps 
que se produit une alcalinisation trés nette du milieu. 

D’autre part, nous avons substitué au glucose, dans la compo- 
sition du milieu, d’autres éléments carbonés. La glycérine nous a 
fourni des résultats tout a fait comparables a ceux des milieux 
glucosés. Le citrate de soude, par contre, n’a pu étre utilisé en 
raison de son action sur l’intestin du cobaye qui le rend impropre 
a toule expérimentation de cette nature. Nous avons également 
substitué a Vurée divers corps azotés (sels amonniacaux, aspara- 
gine). Dans de tels milieux la récolte microbienne est abondante, 
mais aucune preduction de substance histaminique ne peut étre 
décelée. 

Enfin des essais analogues poursuivis avec diverses souches de 
colibacille et de paratyphique B. ne nous ont fourni jusqu’a 
présent que des résultats négatifs. 


RESISTANCE DE L’EMBRYON DE POULET 
A LINFECTION DUE AU PLASMODIUM GALLINACEUM 


par V. CHORINE. 


On sait, d’apres les travaux de E. Brumpt, que les poules 
jeunes ou adultes sont trés sensibles a l’infection due au Pl. galli- 
naceum. La maladie est trés meurtriére, 80-90 p. 100 des animaux 
infectés succombent. La dose minima de virus capable de repro- 
duire la maladie est trés faible. 

En infectant les ceufs en incubation depuis sept a seize jours, 
suivant la méthode mise au point par Burnet, on conslate que les 
embryons restent indemnes de toute infection. Pourtant, la mem- 
brane chorio-allantoidienne porte toujours de petites lésions pro- 
voquées par l’opération par ot pourrait pénétrer le virus. Si au 
lieu de déposer le sang infecté sur la membrane on l’injecte dans 
un vaisseau périphérique, les résultats sont les mémes. Enfin, 
Vinoculation du sang palustre directement dans le corps de 
Yembryon ne se révéle pas plus efficace. Il convient d ajouter 
que ces deux derniers modes d infection s’accompagnent d’une 
grande mortalité due au traumatisme opératoire. Ces résultats se 
vérifient pour différentes températures d’incubation apres l’infec- 
tion. > 

Les parasites introduits dans l’embryon périssent rapidement, 
car l’embryon infecté depuis quarante-huit heures, broyé dans 
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l’eau physiologique, n’infecte pas la poule. Cependant, l’embryon 
ne posséde pas luiiméme un pouvoir toxique pour le PI. galli- 
naceum, le broyage d’embryon mélangé avec le sang palustre 
défibriné est capable d’infecter un animal adulle méme apres 
vingt-quatre heures de contact. 

Un fait important est que le poussin devient trés sensible a 
Vinfection dés qu’il commence A respirer. I] est évident qu’a ce 
moment il se produit un grand changement dans le métabolisme 
de ’organisme qui, jusqu’alors, s’est produit en vie en grande 
partie anaérobie. 

On constate pour le Pl. gallinaceum un fait contraire a celui 
qu’on observe avec les nombreux virus filtrables pour lesquels le 
métabolisme de l’embryon convient mieux que celui du poussin 
ou de l’animal adulte. Les modifications brusques du métabolisme 
s’accompagnent de modifications profondes dont nous voyons 
apparaitre le retentissement sur l’immunité naturelle, et nous 
pouvons dire que Vimmunité naturelle et le métabolisme de 
Vorganisme s’unissent par des hens trés étroits. 


M. Gavrilov. — A l'Institut d’Hygiéne d’Anvers, nous avons 
également procédé a des essais de culture de Plasmodium galli- 
naceum, employant pour cela la méthode d’injection du sang de 
poule infectée avec le Plasmodium (sang hépariné ou sang défi- 
briné) dans les vaisseaux de la membrane chorio-allantoide du 
poulet ; les injections étaient faites en employant une micro- 
pipette et pratiquées sur des embryons Agés de dix a douze jours. 

Les embryons ont été examinés deux, quatre, six, huit et dix 
jours apres l’infection ; on a procédé a des frottis de sang et des 
organes de tous les embryons qui avaient succombé. Tous ces 
frottis ont été négatifs. 4 ou 5 ceufs arrivés a terme ont donné 
naissance a des poulets sur lesquels des recherches analogues ont 
été pratiquées : ces recherches ont été négatives. Le broyat des 
organes et le sang de ces poulets, injectés par voie intraveineuse 
a des poules adultes, n’a déterminé d’infection chez aucune d’elles ; 
méme les frottis de moelle osseuse des animaux inoculés ont 
montré |’absence compléte de parasites. 

Nous pouvons en conclure que l’embryon de poulet réagit a 
Vinfection & Plasmodium gallinaceum d’une facon différente de la 
poule adulte. 
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DISSOCIATION PAR ELECTROPHORESE 
DU BACILLE PARATYPHIQUE B 


par R. SEIGNEURIN. 


On sait que les bacilles paratyphiques B se présentent, en cul- 
ture, comme constitués de deux sortes de germes: les uns 
chargés d’électricité négative, les autres chargés d’électricité 
positive. Nous nous sommes attaché a les dissocier et nous sommes 
arrivé 4 obtenir des cultures pures de chacun d’eux. 

Cette dissociation s’obtient en soumettant a l’action d’un champ 
électrique une émulsion en eau distillée stérile de cultures de 
para B. L’ensemencement des liquides anodique et cathodique se 
fait, non pas sur milieux ordinaires, car on obtiendrait de nou- 
veau le mélange initial, mais sur des milieux liquides spéciaux 
de pH relativement acide et d’ailleurs approprié aux deux sortes 
de germes. Par dissociations électrophorétiques et ensemence- 
ments successifs, on fimit par obtenir des cultures pures de paraB 
électro-positifs et de para B électro-négatifs. 

Par vieillissement, il apparait dans les cultures de bacilles posi- 
tifs des éléments négatifs. La propriété électro-positive semble 
donc étre l’apanage des germes jeunes : le vieillissement entraine 
une négativation des charges. 

Nous nous sommes demandé si la morphologie des colonies 
sur milieu de culture solide permettait une distinction entre les 
germes positifs et les négatifs. A premiére vue, il ne semble pas ; 
nos recherches sont d’ailleurs en cours. 

La détermination du pouvoir pathogéene et antigénique aes 
souches positives et des souches négatives exige des expériences 
de trés longue haleine ; néanmoins, dés maintenant, il nous parait 
que les souches de para B électro-positives sont beaucoup plus 
virulentes que le para B ordinaire (pour le lapin et le cobaye). 
Néanmoins, elles paraissent peu antigéniques du fait que le 
sérum agglutinant obtenu par leur injection au lapin ne dépasse 
pas le titre de 1/400. 

Des essais de réinfection croisée montrent que les souches posi- 
tives conférent une immunité s’exercant aussi pour les souches 
normales de para B : la réciproque n’est pas vraic. 

Signalons, pour terminer, que nous sommes arrivé a isoler 
également des souches positives et des souches négatives du 
bacille d’Eberth, et que nous étudions actuellement leurs pro- 
priétés biologiques. En opérant dans des conditions spéciales, il 
semble que le phénoméne de dissociation électrophorétique 
s’étende a de nombreux autres germes. 
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M"* Choucroun. — M. Seigneurin signale l’isolement, a partir 
du bacille paratyphique B typique, de deux souches : l’une électro- 
positive, l’autre électronégative, recueillies respectivement au pdle 
négatif et au pole positif d’un appareil a électrophorése. 

Il semble qu’il y ait une erreur d’interprétation des résultats. 
Nous savons en effet que, par reflux hydrostatique (conséquence 
de l’osmose électrique), le liquide enfermé dans un tube parcouru 
par un courant peut ramener des particules chargées vers |’ élec- 
trode qui les chasse, avec une vitesse d’autant plus grande que 
leur charge est plus petite. 

Les bacilles dits positifs recueillis au pole négatif par M. Sei- 
gneurin seraient seulement des bacilles négatifs moins faiblement 
chargés que ceux recueillis au pole positif. 

Les résultats biologiques intéressants trouvés par M. Seigneurin 
montreraient que des souches d’électrisation différentes ont des 
propriétés chimiques et biologiques différentes, ce qui est conforme 
aux suggestions que mes recherches sur le bacille tuberculeux et 
le bacille pyocyanique m’ont amenée a faire (C. R. Acad. des 
Sciences, 202, p. 1711 et 1822). . 


M. Boivin fait remarquer que les divergences entre les résultats 
obtenus par M. Seigneurin et par M"* Choucroun, dans I|’électro- 
phorése du bacille paratyphique B, peuvent tenir au fait que les 
auteurs n’ont pas travaillé avec la méme souche. Les souches de 
collection de para B sont susceptibles de renfermer, dans des 
proportions trés variables d’un cas a l’autre, au moins six variantes 
bactérienes 

Smooth cilié, en phase spécifique ; 

Smooth cilié, en phase non spécifique ; 

Smooth immobile ; j 

Rough cilié, en phase spécifique ; 

Rough cilié, en phase non spécifique ; 

Rough immobile. 
et l’on peut s’attendre A ce que ces variantes n’aient pas toutes 
exactement les mémes propriétés électrophorétiques. 


a 


M. Lisbonne demande 4 M”® Choucroun si elle a rencontré cette 
différenciation des charges électriques chez d’autres microbes. Les 
travaux de nombreux auteurs attachent tous au seul para B et a 
certains B. Shiga cette propriété de se diriger vers l’un et l’autre 
pole. Si le phénoméne se produit comme le pense M”° Choucroun, 


on devrait observer ce curieux transport avec toutes les espéces 
microbiennes. 
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LA TUBERCULOSE CHEZ LES INSECTES 


par V. ZERNOFF. 


Les insectes présentent un objet particuligrement intéressant 
pour l’étude de l’infection expérimentale de la tuberculose et de 
Vimmunité antituberculeuse. La chenille de la mite des abeilles, 
Galleria mellonella, nous donne un exemple des plus démons- 
tratifs de l’immunité antituberculeuse. 

D’aprés les travaux de S. Metalnikov et de ses éléves, la che- 
nille de Galleria mellonella peut supporter des injections de doses 
massives de bacilles tuberculeux ; déjA quelques minutes aprés 
injection on observe chez elle une phagocytose trés intense et 
les bacilles sont digérés et transformés en un pigment brun 
qu’on peut retrouver dans le sang des chenilles et méme chez les 
papillons. 

On pouvait supposer que cette immunité antituberculeuse était 
due a un ferment lipolytique dont l’activité tiendrait 4 la nourri- 
ture de ces chenilles, composée de cire d’abeille. Cependant, 
Metalnikov, Fiessenger, Hollande et autres ont pu constater une 
immunité antituberculeuse chez d’autres espéces de chenilles dont 
la nourriture est exclusivement végéltale. De méme, les courtil- 
liéres ont une immunité naturelle tres prononcée envers la tuber- 
culose et l’on peut observer la phagocytose et la bactériolyse des 
bacilles tuberculeux dans leur sang. 

Nous avons étudié Jlinfection tuberculeuse chez différents 
insectes et notamment chez les Phasmides (Carausius morosus) 
qui possédent également une immunité naturelle antituberculeuse. 

Dans une série d’expériences nous avons constaté que les Phas- 
mides supportent trés bien des injections massives de_bacilles 
tuberculeux. Nous avons pu injecter aux jeunes Carausius 
jusqu’a 7 milligrammes de bacilles tuberculeux, ce qui représente 
plus du centiéme du poids de Vinsecte. Les Carausius injectés ne 
manifestent aucun signe de maladie et continuent a se développer 
normalement. 

L’étude du sang des Carausius, faite aussitot aprés lVinocula- 
tion, montre des réactions cellulaires trés intenses. Déja trente 
minutes apres l’inoculation on peut voir commencer la phagocy- 
tose; une heure aprés on observe le début de la formation des 
cellules géantes décrites par Metalnikov chez les Galleria ; en 
méme temps les phagocytes sont bourrés de bacilles, mais nous 
n’avons pu voir la digestion de ces bacilles ni leur transformation 
en un pigment brunatre. Il faut noter que presque aussitét apres 
Vinoculation les bacilles sont tous accolés en masses plus ou 


834 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


moins nombreuses entourées par les leucocytes; on n’observe 
que trés peu de bacilles libres. 

Les bacilles phagocytés conservent pendant des mois leur 
acido-résistance a l’intérieur méme des leucocytes. Nous avons 
pu retrouver dans le sang des Carausius, neuf mois aprés |’ino- 
culation, des bacilles ayant conservé leur aspect normal. 

Les Carausius supportent également des injections de doses 
massives de tuberculine, mais les insectes inoculés antérieure- 
ment avec des bacilles tuberculeux sont beaucoup plus sensibles 
envers la tuberculine. 

Ces faits montrent que limmunité envers la tuberculose est bien 
différente chez Carausius et chez la mite des abeilles. Tandis 
que chez celle-ci on observe la destruction complete des bacilles, 
chez Carausius cette immunité prend plutét une forme de sym- 
biose. 

Nous avons observé chez les blattes une immunité antituber- 
culeuse analogue a celle constatée chez les Carausius. On peut 
supposer que |’étude comparative et détaillée de Vimmunité anti- 
tuberculeuse chez les insectes fera ressortir nettement le role 
important que joue le ferment lipolytique chez les chenilles de 
Galleria. 


M. Darzins. — L’absence de maladie ne signifie pas la présence 
de limmunité. Différentes causes (température, constitution chi- 
mique du tissu de l’organisme, etc.) peuvent intervenir pour pro- 
téger l’organisme contre le bacille pathogéne. Pour parler de 
Vimmunité contre une maladie, il faut montrer que l’organisme 
peut acquérir la maladie dans des conditions déterminées. La 
simple disparition des bacilles de l’organisme infecté ne signifie 
pas encore |’état d’immunité. 


MISE EN EVIDENCE PAR DES REACTIONS BIOLOGIQUES 
DE L’ETAT ALLERGIQUE D’ANIMAUX SENSIBILISES 
AVEC DIVERS COMPOSES CHIMIQUES 


par N. KOSSOVITCH et M" Y. ARMAND. 


Poursuivant étude de Vinfluence de la composition chimique 
des antigéenes et des haptenes sur la spécificité des réactions séro- 
logiques (précipitation, floculation, inhibition, fixation de com- 
plement, etc.), les auteurs ont recherché, en provoquant des 
phénomeénes allergiques, le pouvoir sensibiligene de divers 
hapténes (corps chimiquement définis : azocomposés, dérivés 
arsenicaux, acides aminés, etc.). 
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_M. Macheboeuf. — Le fait avancé par les auteurs d’une sensi- 
_bilisation anaphylactique par simple injection de tyrosine ou de 
cystine a l'état de solution aqueuse parait assez surprenant, car 
on admet, a l’heure actuelle, que la digestion intestinale des pro- 
téides déverse journellement dans la veine porte des quantités 
importantes de ces aminoacides. Faudrait-il donc admettre que 
linjection parentérale intradermique de ces aminoacides provoque- 
rait une sensibilisation que ne provoquerait pas le passage de ces 
substances dans le sang de la veine porte par absorption digestive ? 
Faut-il admettre, d’autre part, que l’organisme puisse se sensibi- 
liser vis-a-vis d’un antigéne que cet organisme posséde normale- 
ment en son sein si cet antigéne est simplement introduit par une 
voie inhabituelle : le derme ? 


M. Renaux. — J’ai été quelque peu étonné d’entendre 
M” Armand dire qu’elle avait utilisé le phénoméne de Shwartzman 
comme indicateur d’un état allergique de caractére spécifique. 


4 


UN CAS CONCRET 
DE REGRESSION DES MODIFICATIONS ADAPTATIVES 
CHEZ DEUX BACTERIES CELLULOLYTIQUES 


par J. POCHON. 


Deux espéces de bactéries cellulolytiques ont été décrites dans 
le tube digestif des mammiféres : B. cellulosae dissolvens, en 
1923, par Y. Khouvine, dans les féces humaines, et Pl. cellulloly- 
ticum, en 1933, par nous-méme, dans la panse des ruminants. 
Nous avons par la suite retrouvé dans la nature (féces d’homme 
et de cobaye) un certain nombre de souches présentant des carac- 
teres intermédiaires entre ces deux espéces, au point de vue de 
la nécessité d’un facteur de croissance, de la chromogénése, de 
V’anaérobiose, de l’haplomésotrophie et du pouvoir glucidoly- 
tique. Nous avons émis l’hypothése que toutes ces souches déri- 
vaient de bactéries cellulolytiques du sol, adaptées de facon plus 
ou moins précise au milieu digestif de ’hote. Pour vérifier cette 
hypothése, nous avons tenté de transformer, in vitro, un type 
dans un autre. Il a été antérieurement démontré que la transfor- 
mation des caracteres de Pl. cellulolyticum en ceux d’une bac- 
térie du sol était réalisable par repiquage en série linéaire et con- 
tinue prolongée. Nous avons récemment mis en évidence une 
autre transformation : une souche, isolée chez Je cobaye, pré- 
sentant les caractéres suivants : nécessité d’un facteur adjuvant 
de croissance, anaérobiose siricte, chromogénése, haploméso- 
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trophie transitoire, pouvoir glucidolytique autre que celluloly- 
tique nul, a été cultivée en présence d’un corps faiblement anti- 
seplique (phénosafranine). Elle a pris les caractéres suivants qui 
se sont montrés stables, en dehors de l’action ultérieure de lanti- 
septique : nécessité d’un facteur adjuvant de croissance, anaéro- 
biose stricte, chromogénése faible, haplomésotrophie complete, 
pouvoir glucidolytique autre que cellulolytique. Ces caractéres 
correspondent A ceux d’une souche antérieurement trouvée dans 
la nature (féces humaines). I] est A noter que ces deux transfor- 
mations, observées in vitro, se sont faites dans le sens d’une perte 
plus ou moins accentuée des modifications adaptatives au milieu 
intestinal de |’héte. 


LES LIPOIDES ACETONO-SOLUBLES 
DANS LE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS 
PAR FLOCULATION — LE REACTIF A.B.F. 


par GérarD ROBYN. 


(Institut Pasteur de Bruczelles.) 


Les lipoides acétono-solubles, qui constituent le déchet de la 
fabrication de l’antigéne Bordet-Ruelens, manifestent parfois une 
sensibilité plus grande quand il s’agit de déceler des cas de 
syphilis nerveuse, héréditaire ou latente au cours d’un traitement. 
Cependant, ils ne se sont pas imposés pour le sérodiagnostic de 
la syphilis par fixation de l’alexine. En effet, a coté des avantages 
précités, ils présentent trois inconvénients principaux. 

1° Leur pouvoir anticomplémentaire est trés marqué. 

2° Leur spécificité n’est pas toujours d’une rigueur suffisante. 

3° Kin comparant les résultats positifs obtenus au moyen d’un 
extrait acétonique d’une part a ceux obtenus avec un extrait 
alcolique d’autre part, on observe dans bien des cas que le blo- 
cage de l’alexine est plus net avec le second réactif qu’avec le 
premier. 

Ces inconvénients semblent plutot dépendre de l’emploi de la 
méthode de fixation de Valexine comme révélateur du complexe 
antigéne-réagine. On pouvait dés lors se demander si les avan- 
tages des lipoides acétoniques ne pouvaient étre utilisés avec 
profit dans une réaction directe ot la liaison « antigéne-réagine » 
se trahit par une floculation visible 4 l’ceil nu. Pour arriver A ce 
résultat, il a fallu rechercher quelles sont les conditions optimales 
de dispersion et de stabilité colloidale de l’émulsion préparée par 
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dilution directe de la solution acétonique de ces lipoides, qui 
répondent aux qualités principales qu’on exige d’un bon anti- 
gene; fine sensibilité et stricte spécificité. Ces conditions dépendent 
a la fois de facteurs physiques, tels la vitesse de dilution, Vagi- 
tation, la chaleur, le pH, le vieillissement, et de facteurs physico- 
chimiques, tels la concentration en lipoides, la présence d’ions 
salins, l’intervention de colloides stabilisants, I’équilibre entre 
certains groupes de lipoides dont les uns sont favorables, les 
autres défavorables a la floculation spécifique de l’émulsion. 
Lorsque ces conditions sont réalisées, on obtient déja des résultats 
intéressants avec la fraction acétonique de lantigéne Bordet- 
Ruelens. 

Si on compare les lipoides acétoniques du cceur de différents 
animaux : veau, beeuf, mouton, cheval, lapin au point de vue 
de leur aptitude de floculer spécifiquement en présence de sérum 
syphilitique, on observe des variations trés nettes suivant l’origine 
de l’organe. Dans les mémes conditions, les cceurs de mouton, 
de cheval et de lapin fournissent un meilleur réactif que ceux de 
veau et de boeuf ; seulement, en utilisant le coeur de mouton, on 
rencontre parfois des réactions aspécifiques que les autres extraits 
étudiés ne donnent pas. A cdté du cceur, le foie est également 
capable de fournir des extraits acétoniques trés actifs. Fait 
curieux, lorsqu’on étudie parallélement les résultats obtenus en 
confrontant une série de sérums positifs avec des extraits de foie 
d’une part et des extraits de coeur d’autre part, on est frappé de 
voir combien certains sérums floculent mieux l’extrait de coeur 
que l’extrait de foie, tandis que d’autres se comportent d’une 
facon diamétralement opposée. Il va sans dire que nous avons 
examiné s’il y avait une relation de cause a effet entre le stade de 
la maladie et l’aptitude du sérum du malade 4 réagir en présence, 
soit d’un extrait de cceur seul, soit d’un extrait de foie seul, soit 
des deux extraits a la fois. Nous n’avons cependant rien trouvé 
de semblable. Comme on pouvait s’y attendre, il suffit de faire 
un mélange des extraits des deux organes pour obtenir une flocu- 
lation avec tous les sérums positifs. 

L’ensemble des considérations qui précédent nous a amené a 
préciser la préparation du réactif A.B.F. (Antigéne-Bruxelles- 
Floculation), qui est un mélange de lipoides acétoniques de cceur 
et de foie de cheval. Les statistiques provenant de l’étude compa- 
rative des résultats obtenus par la réaction de Bordet-Was- 
sermann et la réaction A.B.F. avec 18.000 échantillons de sérum 
nous ont montré : 

1° Dans les cas de syphilis non traités, la réaction A.B.F. est 
généralement plus sensible que la réaction Bordet-Wassermann ; 
pour la syphilis primaire, elle est plus précoce ; pour la syphilis 
secondaire, elle accuse une supériorité nette ; mais la différence 
est surtout marquée dans la syphilis tertiaire, le tabes, la 
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paralysie générale et ’hérédo-syphilis. Fait caracteristique, le 
réactif A.B.F. ne donne qu’un pourcentage minime de réactions 
douteuses avec les sérums de malades non traités. 

2° S’il s’agit de syphilis traitée, sa supériorité sur la fixation 
de l’alexine est encore plus manifeste, car en pareil cas elle 
fournit deux fois plus de résultats positifs que la réaction Bordet- 
Wassermann. 

3° Sa spécificité est remarquablement stricte. 


INDICATIONS 
DE LA CUTIREACTION A LA TOXINE DIPHTERIQUE 
A POUVOIR TOXIQUE ELEVE 


par Ta. REH. 


(Institut d’Hygiéne, Genéve.) 


4 


Dés 1934, nous avons préconisé le remplacement de |’intradermo- 
réaction de Schick par la cuti-réaction a la toxine diphtérique a 
pouvoir toxique élevé, procédé plus simple a résultat plus rapide 
(quarante-huit heures) et d’interprétation plus facile (pas de 
pseudo-réactions). 

Nous ne reviendrons pas ici sur sa technique déja décrite 
ailleurs [4] ni sur sa concordance avec la réaction de Schick, 
concordance confirmée par les travaux de Nélis et Vandev- 
houten [2], de Ruelle [3], de Hebrant [4] et de Tron [5]. 

Nous voudrions insister simplement sur les services qu’elle peut 
rendre dans le domaine de la lutte contre la diphtérie. 

D’exécution plus simple puisqu’elle ne comporte que le dépdt 
d’une goutte de toxine pure sur une scarification cutanée et d’inter- 
prétation plus facile, vu Vabsence de pseudo-réaction, elle se 
préte mieux que le Schick au contréle en série de |’immunisation 
vaccinale. 

De méme les parents |’accepteront plus facilement que le Schick 
comme moyen de discrimination des enfants a vacciner. 

De lecture plus rapide que le Schick, la réaction apparaissant 
dés le second jour, elle peut servir de cuti-diagnostic pour diffé- 
rencier une angine a Léffler d’une angine banale chez des porteurs 
de bacilles diphtériques et par la méme de cuti-pronostic [5 et 6]. 

Donnant lieu 4 la pénétration d’une minime quantité de toxine 
dans l’organisme, elle exerce un certain pouvoir antigéne suscep- 
tible parfois de négativer chez les vaccinés un Schick redevenu 
positif ou d’immuniser, par sa répétition, des individus non 
vaccinés [7]. 
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M. Darzins. — Est-ce que la cutiréaction a la toxine diphtérique 
est quantitative ? 


VARIATIONS 
DU CARACTERE « ANTIGENE DE FORSSMAN » 


par Ernest RENAUX. 


On sait (Doerr et Pick, divers) que V’injection au lapin d’une 
émulsion de rein de chien détermine la formation d’une hémolysine 
active sur les globules rouges de mouton. Corrélativement, le 
sérum hémolytique obtenu par immunisation du lapin contre les 
elobules rouges de mouton flocule les lipoides extraits du rein 
de chien et des organes dits « Forssman positifs ». i 

Cependant, a deux reprises, nous avons obtenu des lipoides de 
rein de chien non floculables par le sérum hémolytique lapin- 
mouton. Il importait de rechercher la cause de cette aromalie et, 
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guidé par certains indices, nous avons été amené a rechercher 
Vinfluence de la pancréatectomie sur le caractére « Forssman 
positif » du rein de chien. 

Un chien male de 7 kilogrammes est soumis a la néphrectomie 
gauche (1). Le rein extirpé est divisé en deux portions dont l'une, 
broyée et émulsionnée dans l’eau salée a 9 p. 1.000 est injectée 
‘un lapin n° 1 tandis que l’autre est traitée suivant la technique 
indiquée par J. Bordet et E. Renaux pour l’extraction des lipoides. 

Douze jours aprés la néphrectomie, le chien parait rétabli ; on 
enléve le pancréas. Quatre jours plus tard, la glycémie étant de 
5 er. 10, l’animal est sacrifié et on préléve le rein droit qui est, 
comme le gauche, divisé en deux portions ; l’une est injectée a 
un lapin n° 2 tandis que l’autre est soumise a |’extraction des 
lipoides. 

Les lapins 1 et 2 sont saignés dix jours aprés la derniére injec- 
tion d’émulsion de rein et le sérum est inactivé par chauffage de 
trente minutes a 56°. L’essai du pouvoir hémolytique montre que, 
tandis que le sérum du lapin n° 1 injecté de rein de chien normal 
exerce une action hémolytique presque instantanée sur les hématies 
de mouton en présence d’alexine, par contre, le sérum du lapin 
n° 2 injecté de rein de chien dépancréaté ne donne qu’une hémolyse 
trés imparfaite aprés quatre heures dans les mémes conditions 
expérimentales. 

D’autre part, alors que les lipoides extraits du rein normal sont 
floculés complétement et instantanément par le sérum hémolytique 
lapin-globules rouges de mouton, les lipoides extraits du rein de 
Panimal dépancréaté ne sont que trés lentement et trés inparfai- 
tement floculés par le méme sérum. 

Notons enfin que Vatténuation du caractére « Forssman positif » 
chez Vanimai dépancréaté ne se limite pas au rein. Elle s’étend a 
d’autres organes : coeur, rate et foie notamment. 


M. Boivin souligne l’intérét du rapport, indiqué par M. Renaux, 
entre la richesse des tissus animaux en antigéne de Forssman et le 
métabolisme glucidique. M. Boivin rappelle : 1° que les recherches 
de Kk. Meyer et de Morgan ont conduit 4 identifier lantigéne de 
Forssman du bacille de Shiga avec l’antigéne glucido-lipidique 
de cette bactérie, et 2° que les recherches de Delafield et collabora- 
teurs et celles de Boivin et Mesrobeanu ont montré que les anti- 
génes glucido-lipidiques des bactéries perturbent profondément la 
régulation glycémique lactacidémique des animaux et qu’ils modi- 
fient beaucoup la respiration tissulaire en présence des substrats 
ternaires. 


(1) Notre collégue et ami La Barre (Jean) a bien voulu se charger des 
interventions chirurgicales sur les chiens. Nous l’en remercions bien 
cordialeinent. 
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MENINGITE A CORYNEBACTERIUM PSEUDO-DIPHTERICUM 
par Jean STEINMANN. 


(Service Chirurgie de Genéve. Directeur : Prof. JENTZER.) 


Un homme de soixante-deux ans, ayant subi un traumatisme 
cranien le 14 mars 1937, se présente a la clinique chirurgicaie de 
Genéve pour des séquelles consistant principalement en céphalées 
et vertiges. Une ponction lombaire faite le 19 janvier 1938 donne : 
albumine 0,26, sucre 0,60, chlorures 7,11, éléments 0,3 ; une ponc- 
tion ventriculaire,le 28, un liquide sans signes inflammatoires, des 
deux céiés. 

Sur le vu des radios, le diagnostic d’hydrocéphalie due 4 une 
leptoméningite de la fosse postérieure est posé et le malade est 
opéré le 9 février. 

Cing jours apres l’opération se déclare une méningite alarmante 
avec température 4 40°2; une ponction lombaire, le 15 Novembre 
1938, montre un liquide purulent avec de nombreux polynucléaires, 
une albuminite 4 2,24, avec des batonnets Gram +, parfois en V ou 
en palissade, pour lesquels on pose le diagnostic de Corynebacte- 
rium pseudo-diphtericum. 

L’état inquiétant persiste quelques jours, une ponction lombaire 
le 18 Novembre 1938 montre le méme Corynebacterium, mais en 
partie phagocyté. 

A partir de ce moment I’état s’améliore, aidé par un auto-vaccin 
et le malade entre en convalescence. 

Le germe responsable de cette méningite, considéré habituelle- 
ment comme un saphrophyte sans pouvoir pathogéne pour |’homme 
a cependant été reconnu d’une maniére indiscutable comme agent 
de certains accidents purulents. Tout récemment, J. Affolter a 
réuni une bibliographie de cas de mastite, de pyélite, d’abcés ot 
il était le seul germe responsable, et d’autres cas ot son réle 
d’agent associé semblait indiscutable. 

Martin Tesdal, en 1934, l’a isolé plusieurs fois dans un cas de 
méningite, et en 1935, H.-J. Gibson le retrouve dans le liquide 
céphalo-rachidien d’une lepto-méningite 4 évolution fatale. 

Le germe que nous avons isolé en collaboration avec le D* Alfred 
Nicole se montrait sous la forme de courts batonnets trapus, un 
peu _ovoides, simulant parfois une coque ovoide, ayant une tendance 
marquée a se grouper parallélement en faisceaux, plus rarement a 
se mettre en V. : 

Il gardait le Gram, méme en prolongeant la décoloration par 
alcool ; il n’était pas alcoolo-acido-résistant. ; 

Une coloration par la méthode de Neisser révélait la présence 
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de granulations métachromatiques le plus souvent fines, bipolaires 
parfois uniques, plus rarement au nombre de trois. 

La culture sur agar donnait un enduit crémeux, blanc, trés abon- 
dant, en bouillon un trouble léger. 

Il ne faisait fermenter ni le glucose, ni le lactose. 

Pas de réduction du rouge neutre. 

Pas de liquéfaction de la gélatine, ni du sérum coagulé. 

En eau peptonée : léger louche, pas d’indol, pas de mobilité. 

Ajoutons que le professeur Galli-Valerio, de Lausanne, a 
confirmé notre diagnostic avec une obligeance dont nous le remer- 
cions vivement. 

Contrairement au germe semblable trouvé par Martin Tesdal 
et a celui de H.-J. Gibson, les essais d’inoculation au cobaye sont 
restés négatifs, ne produisant méme pas d’cedéme au point d’in- 
jection ; il en fut de méme de |’instillation dans le sac conjonc- 
tival du lapin. 

Nous ne pensons pas qu’il se soit agi d’un germe particulier, 
mais d’un saprophyte a faible virulence, ayant profité des cir- 
constances particuliéres, traumatisme opératoire, pou provoquer 
une méuingite. 


LES CHAMPIGNONS PREDATEURS DE NEMATODES 
(PROJECTION D’UN FILM CINEMATOGRAPHIQUE) 


par J. COMANDON et P. DE FONBRUNE. 


(Institut Pasteur, annexe de Garches.) 


Nous avons rencontré un certain nombre d’espéces de ces 
Champignons dans nos ensemencements (en boite de Pétri), de 
la terre du jardin de l'Institut Pasteur a Garches. 

Une enquéte bibliographique, orientée par les renseignements 
qui nous furent aimablement donnés par M. le D™ M. Langeron, 
nous a révélé de nombreux travaux parus sur ces curieux Chani- 
pignons. Ici, nous citerons seulement ceux de Zopf, 1889, de 
Maupas, 1915, de Drechsler, 1937, qui nous ont permis de déter- 
miner les espéces que nous avons étudiées. 

I] nous a paru intéressant d’effectuer des recherches sur la for- 
mation et le fonctionnement des organes prédateurs de ces Végé- 
taux, en nous aidant de nos techniques personnelles, utilisant la 
« Chambre a huile de paraffine » (1), le micromanipulateur pieu- 
matique (2) et la cinémicrographie. 


(1) Ces Annales, 60, 1938, p. 118. 
(2) De Fonsruns. Recherches et Inventions, n° 274, 1938, p. 33. 
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On peut répartir en deux groupes ces Champignons, selon le 
mécanisme d’action des organes prédateurs ou piéges. Les uns 
tendent des collets, les autres placent des gluauz, pour attraper 


les Nématodes dont ils font leurs proies. 

Nous avons isolé, en cultures pures, deux espéces portant des 
collets ou garrolts : Dactylaria brochopaga et Dactylella bembi- 
codes, et deux espéces présentant des gluaux ou piéges collants : 
Dactylella ellipsospora et Arthrobotrys oligospora; une cin- 
quiéme espéce : Stylopaga hadra, forme aussi des piéges collants, 
mais nous n’avons pas encore réussi a la cultiver a l'état pur. 

Dans nos expériences, on fait agir divers Nématodes du sol 
(dont nous n’avons pas encore pu déterminer toutes les espéces). 
Pour obtenir des lots asepltiques de ces Vers vivants, nous isolons 
des ceufs qui sont traités par une solution d’eau de Javel 
a 10 p. 100; ainsi que nous l’avons publié a l’occasion d’un tra- 
vail sur les ceufs (8). 

Plusieurs auteurs ont observé que, dans la Nature et en Cultures 
in vitro, la présence des Nématodes est nécessaire pour la pro- 
duction des piéges par certaines espéces. De notre cédté, nous 
avons vu que, en cullures pures, trois de nos espéces (Dactylcria 
brochopaga, Dactylella bembicodes et Arthrobotrys oligospora) 
ne forment pas de piége sur leur mycélium. 

Un seul Nématode aseptique, introduit dans une micro-culture 
pure, provoque la formation de nombreux piéges ; de plus, nous 
avons constaté que la présence du Nématode n’est pas indispen- 
sable : il suffit d’arroser le Champignon avec un peu d’eau dans 
laquelle ont séjourné certains Nématodes (méme aseptiques) de 
la terre. Si ces Nématodes ou si cette eau activée sont préalable- 
ment portés a la température de |’ébullition il ne se produit, par 
contre, aucun piége. 

La cinématographie montre nettement le fonctionnement des 
divers piéges. Dans ce court résumé, nous ne pouvons le décrire 
en détail, nous réservant de le faire dans une publication vlté- 
rieure. 

Cependant, nous voudrions insister sur quelques observations 
que nos techniques ont permises. 

1° Les trois cellules, constituant l’anneau des piéges garrets, 
se gonflent brusquement (en moins de 1/10 de seconde) par Virri- 
tation de la surface tournée vers le centre de l’anneau. On assiste 
a la dilatation énorme de certaines vacuoles internes. 

Les cellules semblent devoir éclater, elles ne sont pourtant pas 
lésées et, méme séparées du mycélium (par micromanipulation), 
elles produisent des bourgeons perforants, puis des hyphes qui 
poussent dans le Ver capluré, et en digérent graduellement tous 
les organes dont se nourrit le Champignon. 


(3) CG. R. de la VIM° réunion des Physiologistes, Nancy, 1934, p. 533. 
Annales de U'Inslitul Pasteur, t. 64, n° 6, 1938. 55 
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2° Les piéges collants en « boutons » de Dactylella ellipsospora 
ne peuvent adhérer qu’a des Nématodes de certaines espéces. Ils 
ne collent pas aux micro-instruments de verre, ni a un grand 
nombre de substances comme la chitine des Insectes, la surface 
des Oligochétes, etc... 

3° Les piéges collants, en arceaux entrelacés, de Arthrobotrys 
oligospora, n’adhérent pas, non plus, aux micro-instruments 
lorsqu’ils sont dans un milieu aqueux, mais si les cellules sont 
dans l’air (comme cela a souvent lieu dans les cultures en boite 
de Pétri), ou dans l’huile (comme il arrive dans Jes microcultures 
en chambre a huile), alors les micro-instruments collent ferme et, 
par eux, on peut étirer de la surface une substance visqueuse, 
filante, élastique et durcissant rapidement. 

Stylopaga hadra présente un mycélium non cloisonné (des 
cloisons ‘cependant se forment pour séparer les parties mortes du 
Champignon et aussi les segments qui se transformeront en 
Arthrospore). Si, par le léger frottement d’une micro-aiguille, on 
irrite un point de la surface d’un filament, il se produit une exci- 
tation qui se propage dans le protoplasme A une grande distance. 
Elle se traduit par l’augmentation considérable de la vitesse des 
courants protoplasmiques et leur orientation vers le point irrité 
ou s’accumulent bientot les granulations entrainées. 

Le contact d’un Nématode provoque une excitation analogue ; 
on constate de plus, au point irrité, la transsudation d’une matiére 
visqueuse qui se durcit et rapidement scelle, pour ainsi dire, le 
Nématode au filament. 

Les cellules des piéges en arceaux d’A. brochopaga (et méme 
les cellules du mycélium voisines) sont irritables de la méme 
facon et présentent alors aussi une accélération des mouvements 
des granulations protoplasmiques et leur amoncellement vers la 
plage irritée, par le refoulement des vacuoles. La forte excitation 
d’une cellule peut se transmettre aux cellules contigués. 

La projection de ces films est destinée a attirer l’attention 
sur ces Champignons prédateurs. Leur étude aurait, sans doute, 
un intérét pratique, au point de vue agricole, pour la destruction 
désirée de Nématodes. Mais elle mériterait d’étre aussi poursuivic 
dans un sens plus général par des spécialistes de la microbiologie 
et de limmunologie, auxquels elle offre un matériel vivant peu 
connu d’expérimentation. 

Les techniques, mises au point dans notre laboratoire, prouvent 
ici leur utilité dans les recherches cytophysiologiques. 
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CINQUIEME SEANCE 


SEANCE CONSACREE AUX ULTRAVIRUS 


INTRODUCTION 


LE PROBLEME DES ULTRAVIRUS 


par Anpré GRATIA. 


Il est fréquent de voir les progrés de la science s’opérer dans 
le tumulte des bouleversements politiques et sociaux, comme s’il 
existait une contagion, une sorte de virus révolutionnaire. A 
Vheure ot le monde entier est violemment secoué sur ses bases, 
nous assistons dans le domaine de la biologie 4 une véritable 
révolution dont il semble que nous n’ayons pas encore mesuré 
toute l’étendue. C’est le vaste domaine des ultravirus qui en est 
le siége. Placés a l’ultime échelon des étres vivants, ces infini- 
ment petits représentent une série d’organismes de plus en plus 
simples jusqu’a n’étre plus que des micelles de la grandeur de 
grosses molécules de protéine. Ils obéissent ainsi aux lois de la 
physico-chimie et deviennent accessibles & ses méthodes d’inves- 
tigation. Toute la technique microbiologique en est transformée. 
C’est le régne des ultra-techniques. Scrutés & Vultra-microscope 
ou, mieux encore, au microscope 4 rayons ultra-violets, précur- 
seur du microscope électronique, les ultravirus sont passés au 
erible de lultra-filtration, sont sédimentés par lultra-centrifuga- 
tion et soumis a l’influence des ultra-pressions et des ultra-sons. 
Les cultures en bouillon ou sur gélose cédent le pas aux cultures 
sur tissu ou sur membrane allantoidienne de l’ceuf ; Ja chambre 
froide concurrence la chambre étuve, la neige carbonique sup- 
plante le bain-marie ; le microbiologiste dépose le fil de platine 
pour consulter la table de logarithmes et appelle 4 son aide méca- 
niciens, biochimistes, physiciens et cristallographes, tandis que 
les adeptes des sciences dites exactes, n’attachant hier encore 
qu’une attention distante aux sciences naturelles, se précipitent 
aujourd’hui sur un domaine qui s’ouvre 4 eux encore vierge et 
paré des attraits de la vie. Plus étonnante encore est la révolution 
dans les idées. 
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Au siécle dernier, aprés avoir détruit le mythe toujours renais- 
cant de la génération spontanée, Pasteur édifia la théorie des 
germes selon laquelle les maladies infectieuses, comme les fer- 
mentations et les putréfactions, sont dues a des germes vivants, 
spécifiques, autonomes, capables d’assimilation, nés uniquement 
de parents identiques a eux-mémes et venus de l’extérieur. Cons- 
truite sur une base expérimentale inattaquable, confirmée par 
une fécondité inouie, la théorie des germes arriva jusqu’a nous 
comme un dogme inébranlable. 

Aussi, lorsqu’en 1898, Loeffler et Frosch découvrirent que 
lagent de la stomatite aphteuse est invisible et filtrable, et que 
dés 1913, Lipschiitz put déja donner une liste de quarante et une 
maladies infectieuses semblablement dues a des agents invisibles 
et filtrables, on ne douta pas un instant que ces agents fussent 
simplement des microbes particuliéremenl petits dont Pasteur 
avail d’ailleurs prévu l’existence. 

Déja, avant cela, en 1892, Iwanowsky avait constaté que la 
maladie du tabac, appelée « mosaique », était due a un agent 
contagieux et filtrable. Lorsqu’en 1898, Beijerinck refit la méme 
découverte, il considéra cet agent comme un étre vivant indépen- 
dant, puisqu’il était contagieux et se reproduisait abondamment 
de facon indéfinie ; mais se basant d’autre part sur une expérience 
fallacieuse, il déduisit que cet étre vivant n’était pas particulaire, 
qu'il s’agissait d’un fluide continu, diffusible, auquel il donna le 
nom de « contagium fluidum vivum ». . 

Pourtant, a cette notion s’ opposa bientot celle de E. Bauer 
qui, étudiant la panachure de certaines Malvacées, les Abutylon, 
la considéra, certes, comme un processus infectieux auquel il 
donna d’ailleurs le nom de chlorose infectieuse ; mais comme ce 
phénoméne ne se reproduisait que par greffe, il en conclut que 
Vagent n’était pas un parasite, mais bien un principe directeur 
aberrant reproduit par la plante elle-mémc. A la conception exo- 
géne du « contagium fluidum vivum » de Beijerinck s’opposait 
ainsi la conception endogéne d’un « contagium fluidum inani- 
matum ». 

Telle est étanchéité des cloisons artificiellement dressées par 
les savants entre leurs divers domaines, que ces notions de phyto- 
pathologie furent 4 ce moment sans répercussion sur la patho- 
logie animale. Aussi lorsque San Felice, en 1913, pour le 
Molluscum contagiosum, puis en 1915 pour la rage, osa imaginer 
que les agents de ces maladies infectieuses ne seraient pas des 
virus parasites vivants, mais bien des substances toxiques repro- 
duites par les cellules elles-mémes, cette idée parut pour Je moins 
fantaisiste, pour ne pas dire saugrenue et A. Marie, analysant 
ces travaux dans le Bulletin de VInstitut Pasteur, trouva « sur- 
prenanle, pour. expliquer des infections aussi facilement inocu- 
lables en série, la prétention de vouloir, de propos délibéré, se 
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passer de |’hypothése d’un germe vivant ». Comment se. fait-il 
que moins de vingt ans aprés, cette idée, d’ailleurs complétement 
tombée dans l’oubli, ait été reprise «de novo» et chaleureusement 
défendue par de nombreux savants, dont les plus illustres flam- 
beaux de notre temps ? 

I] faut en trouver la raison dans l’avénement d’une controverse 
nouvelle suscitée par la découverte du bactériophage. 

Lorsqu’en pleine guerre furent faites les découvertes de Twort, 
puis de d’Hérelle, l’idée qu’il pourrait exister une maladie infec- 
tieuse des bactéries, Vidée pourtant simple et logique que les 
cellules microbiennes pourraient étre parasitées par un virus au 
méme titre que des cellules végétales ou animales, cette idée, 
dis-je, était si éloignée de notre horizon habituel qu’elle ne fut 
d’abord guére prise au sérieux. Aussi trouva-t-on peut-étre plus 
confortable d’accepter l’idée que le bactériophage serait une 
diastase sécrétée par la bactérie elle-méme, d’autant plus que cette 
conception était défendue par le maitre inconteslé de l’immunité 
humorale au moment ow il recevait la plus haute consécration 
scientifique. 

Une controverse mémorable s’établit entre partisans du virus 
« bactériophage », parasite exogéne et partisans du « principe 
lytique » diastase endogéne, controverse exactement semblable a 
celle qui opposa jadis les idées de Pasteur, d’une part, et de Claude 
Bernard, d’autre part, sur la fermentation du raisin. 

Mais, entre temps, se révélaient entre le comportement des 
virus et celui du bactériophage des analogies que l’on ne pouvait 
plus nier, et telle était l’influence des idées de Bordet que lon 
se demanda non plus si Je bactériophage était ou non un virus 
exogéne vivant, mais bien, retournant la question, si les virus 
n’étaient pas, comme éventuellement le bactériophage, un produit 
cellulaire endogéne. Et c’est ainsi que Doerr, principalement, res- 
suscitant la théorie de San Felice, considére les virus et les bacté- 
riophages comme des toxines troublant le métabolisme cellulaire 
et reproduites par les cellules malades elles-mémes en consé- 
quence de ce trouble. 

Voila comment la controverse du bactériophage, s’étendant au 
domaine des ultravirus, ceux-ci sont impliqués dans le vieux 
dilemme ressuscité une fois de plus entre la conception exogéne 
et la conception endogéne. Pour compléter le rappel! du passé, de 
méme que jadis Helmholtz a pu penser que la fermentation était 
due a des germes vivants exogénes, et la putréfaction 4 des prin- 
cipes diffusibles endogénes, certains auteurs veulent arbitraire- 
ment diviser les virus filtrables en deux groupes constitués les uns 
par des organismes vivants exogénes et les autres par des subs- 
tances inorganisées endogénes. Cette division a été notamment 
suscitée par l’étonnement éprouvé par certains auteurs tels que 
Elford, devant l’extraordinaire petitesse des ultravirus les plus 
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ténus dont les dimensions peuvent étre inférieures a celles de 
molécules de protéine, l’hémocyanine par exemple. 

Une telle division, en vérité, est parfaitement arbitraire. A quel 
ordre de grandeur, en effet, fera-t-on la cassure ? Est-il possible 
de penser que le virus de la stomatite aphteuse, parce que le 
plus petit et n’ayant que 10 mp de diameétre, serait inanimé et 
endogéne alors que ceux de la stomatite vésiculaire et de Vherpés 
seraient vivants et exogénes, parce qu’ayant respectivement 100 
et 200 my. Si encore il existait d’autres critéres concordants ; 
mais, bien au contraire, de semblables divisions ont été proposées 
par d’autres auteurs sur des bases tout a fait différentes et qui, 
non moins arbitraires, bouleverseraient la distinction basée sur 
la taille. En vérité, ainsi que Bechold l’avait déja fait remarquer, 
il existe une parfaite continuité entre toute la gamme des virus 
depuis les plus gros ayant un diamétre de 100 4 200 my, jusqu’aux 
plus petits ayant un diamétre de 10 my, environ, ce qui, chose 
curieuse, est précisément Vordre de grandeur que Léo Errera 
avait autrefois assigné par le calcul comme limite de petitesse 
aux élres vivants. D’ailleurs personne, je crois, ne contestera 
Videntification que nous avons établie entre le probléme des virus 
des plantes et celui des bactériophages et lon verra dans notre 
communication faite avec Paillot que nos observations sur les 
virus des insectes sont semblables a celles faites sur la mosaique 
du tabac. Or, qui voudra prétendre que les viroses des insectes 
sont fondamentalement différentes de celles des autres ani- 
maux ? 

Toutefois l’origine endogéne des virus est soutenue par le fait 
que, jusqu’a présent, Von n’est pas parvenu a les cultiver en 
dehors des cellules réceptives vivantes et tout particuliérement 
la multiplication du bactériophage est tributaire de la multipli- 
cation du microbe sensible. C’est d’ailleurs un fait général, et je 
crois inutile de rappeler a cet égard les recherches de Levaditi 
et Nicolau sur la multiplication intense de la vaccine dans 1’épi- 
thélium malpighien en voie de prolifération et dans les tumeurs 
épithéliales. Mieux encore, il existe des bactéries qui, tout en 
paraissant normales, entretiennent en abondance du_bactério- 
phage trés actif pour d’autres souches voisines. On dirait vraiment 
que chez ces souches dites « lysogénes », découvertes A la fois 
par Lisbonne et Carrére et par Gildemeister, le bactériophage 
est un produit de lactivité normale du microbe et représente 
larme physiologique de quelque phénoméne d’antagonisme 
microbien. Mais, d’autre part, en poursuivant des recherches sur 
le caractére antigénique du bactériophage, nous avons constaté 
avec Jaumain, tout d’abord, qu'il existait pour des microbes 
d’espéces différentes, comme le B. Coli et le Staphylocoque, non 
pas un seul bactériophage, comme le. prétend d’Hérelle, mais bien 
des bactériophages antigéniquement différents ; puis simultané- 
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ment Bruynoghe pour le B. typhique et moi-méme pour te staphy- 
locoque avons constaté que pour une méme espéce microbienne, 
mieux encore pour un méme microbe, il existait de nombreux 
bactériophages antigéniquement différents. Or, en les faisant se 
reproduire sur une méme souche microbienne, ces bactériophages 
différents ne convergeaient pas vers un type unique ayant recu 
la marque du microbe qui le reproduisait, mais, au contraire, 
conservaient indéfiniment, malgré de multiples passages, leurs 
caractéres d'origine comme des entités spécifiques, parfaitement 
autonomes exactement comme les germes pastoriens ou encore 
comme les virus de l’herpés ou de la vaccine, qui sont également 
bien reproduits par une méme cellule cutanée, selon que c’est 
Pun ou l’autre de ces virus qu’on lui a inoculé. Comment conci- 
lier ces deux caractéres contradictoires du bactériophage d’étre 
a la fois tributaire de la bactérie pour sa multiplication tout en 
restant parfaitement autonome ? Nous avons trouvé la clef du 
dilemme dans le probléme des virus des plantes. La aussi, on se 
demandait s’il n’existait qu’un seul virus pour toutes les plantes, 
les symptOmes variant simplement selon les contingences ou bien, 
au contraire, s'il existait des virus différents. Avec Manil, nous 
avons repris la méthode sérologique et nous avons constaté que 
le virus de la mosaique du tabac était non seulement antigéni- 
quement distinct du tabac normal, comme déja avant nous l’avait 
observé Helen Purdy, mais encore que ce virus était antigéni- 
quement différent de celui de la mosaique de la pomme de terre, ou 
virus X, ou de celui d’autres mosaiques, celle de la betterave notam- 
ment ; nous avons constaté ensuite qu’un méme virus, en passant 
sur des espéces végétales différentes conservait toujours le méme 
caractére antigénique propre; enfin qu’en se reproduisant sur 
une méme plante, le tabac par exemple, des virus différents ne 
convergeaient nullement vers un type commun, mais que chacun 
d’eux conservait intact son caractére d’origine. En d’autres termes, 
les virus des plantes, comme les bactériophages, se comportent 
comme des entités spécifiques autonomes doués d’assimilalion 
exactement comme les germes pastoriens. 

Or, il existe chez les plantes l’équivalent des bactéries lyso- 
genes, il y a des plantes « viruligénes ». Il existe des variétés de 
pommes de terre, d’apparence luxuriante, dont on ne trouverait 
pas un seul plant qui ne contienne en abondance du virus X 
capable de déclancher une mosaique typique chez d’autres varié- 
tés de pommes de terre sensibles. La aussi, on dirait qu’il s’agit 
chez les premiéres variétés d’un attribut physiologique agent de 
quelque antagonisme végétal. Mais, sl cette propriété « viruli- 
géne » s’entretient indéfiniment lorsqu’on transplante la pomme 
de terre par la voie végétative, comme c’est Vhabitude générale, 
il en va tout autrement, par contre, si on la reproduit par la voie 
sexuelle, comme nous l’avons fait expérimentalement, en semant 
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leurs graines; dés la premiére génération toutes les plantules 
filles ont perdu cette propriété viruligéne. Quoi qu’on ait voulu 
arguer mal a propos de cette expérience, elle nous parait la 
preuve formelle, appuyée d’ailleurs par d’autres faits trop longs 
a rappeler dans cette bréve introduction, que chez ces plantes 
viruligénes, le virus n’est nullement un attribut naturel endogeéne, 
mais bien un élément étranger qu’élimine la barriére de la repro- 
duction sexuée. Fort de cet enseignement, nous avons ensuite 
pu constater que pour le B. megatherium lysogéne, le bactério- 
phage est, 1A aussi, un élément acquis et pathologique. En vérité, 
bactéries lysogénes et plantes viruligénes sont des porteurs de 
virus exactement comme il y a des personnes qui véhiculent sans 
en souffrir le virus de l’encéphalite léthargique ou celui de la 
polyomyélite antérieure, tout en répandant la contagion autour 
d’elles, exactement aussi comme l’Ane peut entretenir dans son 
sang le virus du typhus exanthématique, sans en présenter le 
moindre symptoéme et étre un vérilable réservoir de virus. Au 
demeurant, comment imaginer que pour exercer un probléma- 
tique antagonisme végétal, une plante sécréte dans lintimité de 
ses tissus un agent physiologique qui aurait des propriétés anti- 
eéniques enlicrement distinctes de celles de ses propres cellules, 
agent physiologique qui ne se transmettrait pas a la descendance 
par les graines et qui, pour exercer sa fonction au loin, doit 
passer par ]’intermédiaire d’insectes, chez lesquels il subit une 
période d’incubation souvent prolongée ? 

D’ailleurs il existe aux Etats-Unis certaines variétés de plantes 
identiques 4 celles d’Europe ; mais tandis que sur notre continent 
ces variétés sont atteintes de viroses, elles en sont indemnes en 
Amérique ; pourtant les conditions pour l’éclosion de ces viroses 
sont aussi favorables la-bas qu’ici, car il suffit d’y importer le 
virus européen pour qu'il s’y développe aussitot. Tout cela nous 
montre que les virus des plantes et les bactériophages sont des 
agents contagieux exogénes se comportant comme des entités spé- 
cifiques distinctes des cellules végétales ou microbiennes qui les 
hébergent et s’y reproduisant de facon autonome, exactement 
comme les germes pastoriens. 

Or, au moment méme ou, aprés tempétes et marées, nous abor- 
dions enfin au havre de la certitude, voici que nous arriva d’Amé- 
rique une nouvelle sensationnelle. En appliquant les admirables 
méthodes par lesquelles Northrop est parvenu 4a cristalliser 
diverses diastases, Stanley a obtenu l’antigéne spécifique virulent 
de la mosaique du tabac sous la forme d’une protéine cristalli- 
sable. Le fait est indiscutable, il fut obtenu presque simultané- 
ment en Angleterre par Bawden et Pirie, qui de plus l’ont répété 
pour d’autres virus des plantes, et nous-mémes l’avons ensuite 


obtenu, comme Stanley et Wyckoff, par ultracentrifugation frac- 
tionnée. 
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Comment concilier ce fait capital avec nos conclusions ? Sans 
doute vient-il 4 l’esprit que la protéine de Stanley pourrait ne pas 
étre le virus lui-méme, mais bien quelque épiphénoméne, quelque 
produit de sécrétion spécifique qui entrainerait avec lui le véri- 
table virus ; pour défendre cette hypothése, il ne manque pas 
d’arguments ; aussi n’est-elle pas encore formellement éliminée. 
Mais je m’en voudrais de paraitre me retrancher derriére une 
échappatoire et je veux au contraire, et de facon peut-étre préma- 
turée, admettre délibérément que la protéine de Stanley est bien 
le virus méme de la mosaique du tabac. D’ailleurs, tout ce qui 
altére son intégrité altére aussi la virulence. Nous en avons 
apporté nous-mémes une preuve. Grace a l’obligeance de Mache- 
boeuf, des échantillons de protéiIne de la mosaique du tabac que 
nous avions préparés par ultracentrifugation ont été soumis dans 
Pultrapresse de Basset 4 des pressions croissantes ; a l’aide de 
ce matériel ultracomprimé, nous avons ensuite constaté avec 
Manil que vers 8.000 atmosphéres se trouve un point -critique ou 
la propriété antigénique, l’aptitude a cristalliser et la virulence de 
la protéine sont altérées de facon paralleéle. 

En réalité, il n’y a aucune contradiction entre la découverte 
de Stanley et nos conclusions. Sa protéine représente incontesta- 
blement l’antigéne spécifique dont nous avons fait l'étude et se 
comporte donc exactement comme un germe ; et dans ses toutes 
derniéres publications Stanley se rallie 4 cette opinion. Il n’y a 
qu'une seule conclusion logique, c’est qu’a l’extréme limite de 
petitesse des étres vivants, ceux-ci sont représentés par des 
micelles protéiques, susceptibles par conséquent de se condenser 
dans certaines conditions, en s’orientant selon une architecture 
cristalline, et l’on voit méme ce processus se réaliser au sein des 
cellules malades dans le cas des polyédries des insectes. 

En vérité, nous devons nous habituer a cette notion a premiére 
vue choquante qu’il existe des particules vivantes cristallisables, 
comme l’homme s’est bien habitué un jour a la notion que la 
baleine n’est pas un poisson, ou encore comme on ne s’étonne 
plus que les sarcines forment des cubes. La présence d’une pro- 
téine spécifique a été retrouvée dans d’autres cas, et toujours il 
semble bien qu’il s’agisse de nucléoprotéines, que ce soit le bacté- 
riophage isolé par Northrop, le virus du sarcome de Rous isolé 
par Claude, ou encore le virus de la grasserie du ver 4a soie. Or, 
il s’avere de plus en plus que les nucléoprotéines représentent 
bien le noyau initial de l’organisation vivante, la présence du 
phosphore assurant le transport énergétique. 

La microbiologie, née dans le laboratoire d’un chimiste 
illustre dont cet Institut porte glorieusement le nom, retourne a 
ses sources; il n’est pas impossible que demain les chimistes nous 
révélent la constitution exacte des protéines virulentes et il n’est 
pas interdit d’espérer qu’ils puissent ensuite en opérer la syn- 
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thése, comme on a réussi celle de cerlaines vilamines. Ce jour-la, 
Vhomme pourra se vanter d’avoir créé de la vie (1). 


M. Wollman. — A propos du « Probléme des ultravirus » 
la conception des facleurs héréditaires, développée par nous pour 
rendre compte des phénoménes de la bactériologie nous a valu 
de la part de d’Hérelle et, A sa suite, de la part de Gratia, le 
reproche d’avoir fait renaitre le « mythe » de la génération spon- 
tanée. Ce reproche est en réalité peu fondé. 

Résolu par la négative, dans le cas des bactéries, par Pasteur, 
le probleme de la génération spontanée ne peut se poser, de toute 
évidence, que pour les formes les plus primitives de la vie. Or, ce 
n’est cerlainement pas le cas des agents-virus et bactériophages 
qui nous occupent ici et dont Vexistence est subordonnée a celle 
d’organismes plus élevés. Que l'on accepte lidée d’aprés laquelle 
il ¢’agirait de parasites exogénes ou celle d’éléments endogénes 
— et chacune de ces fagons de voir me parait correspondre a des 
données connues — il ne saurait s’agir de formes de vie primitives. 
Dans le cas de parasites exogéenes, la simplicité de constitution 
serail la suite méme du parasitisme intracellulaire et,» par consé- 
quent, secondaire. Dans le cas d’éléments endogénes, donc pro- 
duits par des cellules vivantes, il va de soi qu’on ne peut guére 
parler de génération spontanée, c’est-a-dire de la naissance de la 
vie aux dépens de la matiére inanimée. 

Je ne puis pas m’étendre ici sur les arguments qui plaident en 
faveur de la nature endogéne des bactériophages et, notamment, 
de la conception des facteurs héréditaires. Cette fagon de voir, 
d’aprés laquelle il s’agirait d’éléments possédant les attribuls de 
la matiére vivante et produits par les cellules a été émise, indépen- 
damment, pour les bactériophages et pour certains « virus » des 
plantes (Duggar et Armstrong). Dans le cas de ces derniers, on 
a formulé certaines objections particulieres. 

C’est ainsi que les « virus » de quelques mosaiques sont trans- 
portés par des insectes. Or, dit-on, comment concevoir que des 
« genes » soient véhiculés par des insectes ? Je ferai remarquer 
qu'il n’est pas certain que les divers « virus » soient des agents 
de méme nature. Mais, méme en admettant qu’il en soit ainsi et 
qu'il s’agisse dans tous ces cas d’éléments endogénes, |’ objection 
me parait peu pertinente. Le cas ne serait pas sans analogie avec 
la fertilisation de certaines plantes, laquelle est assurée, dans la 
nature, uniquement par des insectes déterminés ; en l’absence de 
ceux-ci, les plantes en question restent stériles. 

Une autre objection porte sur le fait que, dans de nombreuses 


(1) Pour la bibliographie, Cf. « La Nature des Ultravirus » dans !e 
traité : « Les Ultravirus des maladies humaines », de C. Levapitr et 
P. Lépine. Maloine, édit., Paris, 1938. 
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mosaiques, le « virus » n’est pas transmissible par les graines, 
Ici encore, on peut invoquer une analogie. Certains caracteres 
héréditaires authentiques (variété de fruits, de fleurs) ne sont 
guére non plus transmissibles, dans la pratique, par les graines et 
on les entretient uniquement par greffes. Cette non transmission 
est ici le résultat de la disjonction mendélienne. Sans préjuger du 
mécanisme de la « barriére sexuelle » dans le cas de certaines 
mosaiques, cette analogie est uniquement destinée a illustrer le 
fait que la non transmission par graines n’implique pas nécessaire- 
ment lidée d’un agent exogéne. 


M. Manil, discutant la these de M. Wollman, cite quelques 
«xemples appuyant la thése du virus exogéne : le caractére poly- 
phage de certains virus; la non transmissibilité par la graine, 
méme dans le cas de virus latents ; l’abondance de certaines viroses 
dans certains pays a l’exclusion de certains autres, etc. 

Il faut bien reconnaitre que, dans |’état actuel de nos connais- 
sances, les virus des plantes — quelle que soit d’ailleurs leur 
nature se comportent comme s’ils étaient exogénes. 


COMMUNICATIONS 


LES « SELECTEURS » 


par C. LEVADITI 


en collaboration avec R. FASQUELLE, J. MESROBEANU, L. REINIE, 
M": L. STAMATIN et R. BEQUIGNON. 


Il n’est de probléme aussi obscur que celui des variations de 
la virulence de certains ultravirus, considérés sur le plan de leurs 
affinités tissulaires. Tel est, en particulier, le cas du vaccin jen- 
nérien et de ses deux variantes, l’une dermotrope (épithélio- 
trope), l'autre dite neurotrope (en réalité mésodermotrope : « neu- 
rovaccin »). Nous avons essayé de saisir le mécanisme qui pré- 
side a la genése de cette variété neurotrope du virus vaccinal et, 
tout derniérement encore, dans un mémoire paru dans ces 
Annales (1), nous avons formulé une hypothése de travail, que 
nos recherches préliminaires ont semblé confirmer. Selon cette 
hypothése, une souche donnée d’ultravirus ne représente pas un 
ensemble absolument homogéne, ott une parfaite équivalence 


(1) Levaprri, Fasquetie, Remi et Scuorn. Ces Annales, 60, 1938, 
p. 142. 
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réene entre les divers éléments constitutifs. En vertu d'un phéno- 
mene sélectif, ou la réceptivité du systéme réticulo-endothélial 
névrarigue joue le réle d’un veritable « sélecteur », cerlaines 
souches dermovaccinales se transforment brusquement, ou petit a 
petit, par des passages successifs, en souches neurovaccinales. Le 
caractere dominant épithéliotrope du vaccin jennérien céde le pas 
au caractére secondaire, particuliérement mésodermotrope. 

Nous avons poursuivi ces investigations afin de préciser leffet 
de la sélection en fonction des divers sélecteurs utilisés. Parnn 
ceux-ci, nous avons choisi : 

1° L’encéphale de lapin, 

2° La membrane chorio-allantoide de Vceuf incubé de poule, 

3° Les cultures cellulaires, et 

4° Les néoplasmes. 


I. Stiectreur: Encéphale du lapin (en collaboration avec 
MM. Reimié et Béquignon). 

Le sélecteur « encéphale de lapin », a la condition d'utiliser, 
lors de chaque passage, un assez grand nombre d’animaux, a 
permis de transformer le dermovaccin (souche Normandie) en 
neurovaccin apres 5 passages effectués en Vespace de vingt-sepl 
jours. 

Les caractéres du « neurovaccin », sélectionné de la sorte, sont 
les suivants : 

1° Titre de la virulence par voie intracérébrale : 10—5 ; 

2° Titre de la méme virulence par voie intraculanée (aprés un 
septi¢me passage) : 10—6, 


II. Sérecreur : Membrane allantoide (en collaboration avec 
M. Mesrobeanu). _ 

Levaditi et Voet (2) ont montré que la membrane allantoide de 
Yoeuf de poule incubé [méthode de Borrel (3) et de Woodruff et 
Goodpasture (4)] est un parfait sélecteur se prétant a la iransfor- 
mation du dermovaccin en neurovaccin. I] nous a paru_inté- 
ressant de reprendre ces recherches, afin de pouvoir comparer 
Yaction sélective de l’encéphale du lapin Aa celle du_ sélecteur 
« membrane allantoide », sur le méme ultrafiltrat de la méme 
souche de dermovaccin. 


ConcLusion. — L’expérience ja montré qu'il suffit de quatre 
passages successifs sur la membrane allantoide, effectués en 
l'espace de quatorze jours, pour rendre une souche dermovacci- 
nale constamment encéphalitogéne pour le lapin (100 p. 100 résul- 


(2) Levaprti et Vorr. La Presse Médicale, n° 7, 19ST eae bse 
(8) Levaprit. Ces Annales, 20, 1906, p. 924. 
(4) Wooprurr et Gooppasrurr. Amer. J. of Pathol., 7, LOST p29: 


CONGRES DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 855 


tals positifs), alors que la méme souche était faiblement encépha- 
litogéne au départ (33 p. 100). 


Mais ne peut-on pas enregistrer des résultats semblables aprés un 


uombre de passages inférieur 4 quatre? L’essai suivant semble le 
prouver : 


ExpéRience. — Nous nous sommes servis de la méme souche Nor- 
mandie conservée a la glaciére pendant quatre-vingt-seize jours. Eprouvée 
& nouveau, cette souche s’est révélée encéphalitogéne pour le lapin 
dans 40 p. 100 des cas (virulence cutanée = 10—‘). Aprés un premier 
passage sur la membrane allantoide, l’incidence des encéphalites neuro- 
vaccinales fut de 60 p. 100, mais aprés un 2° et un 3° passage sur 
la méme membrane, cette incidence atteint l’optimum absolu, soit 
100 p. 100 (titre cutané : 1/1.000). 


Ainst, nul doute possible : Vefficacité du sélecteur « membrane 
allantoide » est nettement supérieure & celle du sélecteur « encé- 
phale de lapin ». La sélection s’effectue plus vite et exige un 
nombre restreint de sélecteurs lors de chaque passage. 


Il. Strecreur: Cullure cellulaire (en collaboration avec 
M™ Stamatin). 

Le fait que le virus vaccinal, cultivé in vitro en présence d’élé- 
ments cellulaires d’embryons de poulet, suivant les méthodes en 
cours [Maitland, modifiée par Plotz (5)] est encéphalitogéne pour 
le lapin, a été récemment mis en lumiére par Plotz et Lépine (6). 
Jl est vrai que, dans ce cas particulier, la souche vaccinale ense- 
mencée au départ était du testi-vaccin, donc du virus ayant déja 
subi des passages sur le testicule du lapin. 

D’aprés nos recherches actuelles, la culture du virus vaccinal 
dermotrope en présence de cellules d’embryon de poulet inter- 
vient, en tant que sélecteur, pour déterminer la transformation du 
dermovaccin en neurovaccin. La sélection semble s’opérer avec 
rapidité, puisqu’on peut la constater dés la deuxiéme culture 
in vitro. 


IV. SéLtecteur : Néoplasmes (en collaboration avec L. Reinié). 
Levaditi et Nicolau (7) ont montré qu’il était possible de cul- 
liver le neurovaccin dans certains néoplasmes épithéliomateux ou 
sarcomateux greffés ala souris, et précisé les conditions ot cette 
culture s’effectue (rapports avec la nature épithéliale, ou mésoder- 
mique de la tumeur, retentissement sur l’ensemble de l’orga- 


(5) Cf. pour la technique : Prorz, in Levaprri et Lépine, Les Uliravirus 
des maladies humaines, p. 1111, Paris, Maloine, édit., 1938. 

(6) Prorz et Liéprne. C. R. Soc. de Biologie, 127, 1938, p. 264. 

(7) Levaprtr et Nrcorav. Ces Annales, 37, 1923, p. 443. 
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nisme, immunité antivaccinale, etc.). C’était la premire fois 
que l’on démontrait ainsi l’affinité de certains ultravirus pour 
les éléments néoplasiques et que l’on insistait sur les relations 
entre Ja pullulation in vive de certains de ces ultravirus et létat 
de mitose. 

Or, les éléments néoplasiques n’ont pas semblé exercer une 
influence sélective sur le « dermovaccin ». Celui-ci se développe 
mal, ou ne pousse guére au contact des cellules tumorales, en 
sorte que (tout au moins d’aprés nos expériences et avec les 
souches néoplasiques utilisées), il n’y a pas beaucoup a espérer 
de la sélection que pourraient exercer ces cellules tumorales sur 
les éléments constitulifs du virus vaccinal. 


CONSIDERATIONS GENERALES. 


Sous Vinfluence de certains sélecteurs (tels Vencéphale du 
lapin, la membrane chorio-allantoide de Uceuf de poule incubé, 
la culture du virus en présence de cellules embryonnaires in vitro), 


M . : 
le rapport numérique r = —> entre les unilés virulentes a affinités 


E 
épithéliotropes et les corpuscules élémentaires a allirance méso- 
dermotrope change, M devenant supérieur a FE. Les potentiels 
sélectifs de chacun de ces sélecteurs sont loin de représenter des 
valeurs équivalentes. De ce point de vue, et par ordre de pouvow 
séleclif décroissant, les sélecteurs éludiés par nous se classenl 
ainsi: membrane chorio-allantoide, cultures cellulaires et, pour 
finir, encéphale du lapin. 

Autrement dit, le résultat final, envisagé sur le plan des affi- 
nités tissulaires, est en fonction de deux facteurs essentiels : 

1° Les qualités originelles de la souche vaccinale utilisée, et 

2° L’indice de résistance p = de Vensemble de lorganisme, 
des systemes lissulaires qui le composent, des éléments embryon- 
naires non encore différenciés, ou des cellules cultivées in vitro, 
en un mot des « sélecteurs ». 


CARACTERE ANTIGENIQUE 
DU VIRUS DE LA GRASSERIE DES VERS A SOIE 


par A. GRATIA et A. PAILLOT. 


Des lapins sont préparés a V’aide respectivement : 1° de cor- 
puscules polyédriques isolés par centrifugation ordinaire du 
scrum de vers atteints de grasserie ; 2° de granules virulents 
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obtenus par ultracentrifugation du sérum de vers gras; 3° de 
granules virulents obtenus par ultracentrifugation des lissus de 
vers gras ; 4° de granules virulents obtenus par ultracentrifuga- 
tion des tissus de vers normaux ; 5° de sérums de vers normaux. 

Le sérum antipolyédres et les deux sérums anti-granules viru- 
lents ont des propriétés identiques : ils agelutinent en flocons, 
jusqu’au dela du 1/2.500, également bien les polyédres et les 
granules virulents du sang ou des tissus de vers gras. Ils sont, 
par contre, sans action sur les émulsions de tissus de vers nor- 
maux et sur le sérum normal. Ils n’agglutinent pas non plus les 
corpuscules de la polyédrie de Huxoa Segetum. 

Quant aux sérums préparés contre les grains des tissus nor- 
maux et contre le sérum de vers normaux, ils précipitent forte- 
ment ces éléments normaux, en un précipité diffus, pulvérulent, 
mais ils sont sans action sur les polyédres et sur les granules 
virulents. 

Ces observations démontrent que les granules virulents et les 
polyédres ont une constitution antigénique identique, rigoureu- 
sement spécifique, entiérement distincte, par contre, de celle des 
antigénes normaux, comme de celle des corpuscules d’une autre 
espéce de polyédrie. 

Le comportement antigénique du virus de la grasserie des vers 
a sole est comparable a celui des virus des plantes. Les corpus- 
cules polyédriques sont constitués des particules virulentes agglo- 
mérées au sein méme des tissus selon une architecture cristalline, 
monoréfringente (apparemment de dodécaédre rhombique du sys- 
teéme cubique). 


- ULTRACENTRIFUGATION 
DU VIRUS DE LA GRASSERIE DES VERS A SOIE 


par A. PAILLOT et A. GRATIA. 


Alors que le sang des vers 4 soie normaux est limpide, le sang 
des vers alteints de grasserie a un aspect laiteux qu'il doit sur- 
tout a la présence des inclusions cellulaires caractéristiques de la 
maladie, les « corpuscules polyédriques » mis en liberté dans le 
sang. Toutefois, débarrassé de ceux-ci par centrifugation ordi- 
naire, le sérum, bien que devenu transparent, reste nettement 
opalescent et conserve sa virulence. Examiné au microscope a 
fond noir avec de gros oculaires, il présente une infinité de petits 
erains faiblement éclairés, A la limite de visibilité et animés de 
mouvements browniens extrémement rapides et amples. Ces 
grains n’existent pas dans le sérum normal. Le sérum de vers 
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gras filtré sur bougies a pores larges (L2) présente encore ces 
eranulations et reste virulent, tandis que filtré sur bougies a 
pores fins (L5), il ne contient plus de grains et n’est plus virulent. 
Ces observations faites par le premier de nous et qui montrent 
le parallélisme existant entre la présence de ces granules et la 
virulence, l’ont amené a les considérer comme I’agent probable 
de Vinfection. Il importait toutefois d’isoler ces grains ; mais 
toutes les tentatives pour les séparer par les centrifugeurs ordi- 
naires ayant échoué, nous avons eu recours a l’ultracentrifugeur 
de Henriot- Huguenard mis au point par le second d’entre nous. 

Débarrassé de ses polyédres par une centrifugation ordinaire, 
le sérum de vers gras est soumis a une ultracentrifugation de 
dix minutes a 60.000 t. m. (environ 60.000 g). L’opalescence 
due aux fins granules disparait, ceux-ci formant au fond des 
tubes un culot de coloration jaune. Le liquide surnageant entiére- 
ment clair examiné au fond noir ne contient presque plus de gra- 
nules et sa virulence est corrélativement trés diminuée, tandis 
que le culot remis en suspension dans de l’eau physiologique et 
lavé plusieurs fois, a conservé une virulence a peu pres égale a 
celle du témoin non centrifugé. 

D’autre part, si on dissout les polyédres dans une solution 
faiblement alcaline, ils disparaissent complétement a |’examen 
microscopique direct, mais ils se retrouvent au fond noir sous 
forme de masses sphériques trés faiblement éclairées et contenant 
une grande quantité de granules identiques aux granules virulents 
du sérum. 


L’HETEROGENEITE DES VIRUS DES PLANTES 


par P. MANIL. 


(Institut Agronomique de lEtat, Gembloux, Belgique.) 


Kn ce qui concerne le probleme de la nature des virus des 
plantes, des résultats substantiels ont été acquis : citons la puri- 
fication des virus de la mosaique ordinaire du Tabac, d’une 
mosaique de Cucurbitacées, du « Bushy stunt » de la Tomate. 
Mais les techniques applicables dans des cas déterminés ne don- 
nent aucun résultat en d’autres circonstances. En effet, les divers 
virus se comportent in vivo et in vitro de facon trés différente. 

Le virus « type » qui a servi de matériel aux recherches les 
plus nombreuses est le virus de la mosaique du Tabac, ou plus 
correctement de l’une des mosaiques les plus communes du Tabac. 
On pourrait étre tenté de croire que les propriétés de la mosaique 
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ordinaire du Tabac trouvent leur pendant chez les autres viroses. 
Cela est vrai dans certains cas, mais il serait prématuré, dans 
Pétat actuel de nos connaissances, de vouloir généraliser. En 
effet, lorsqu’on compare entre eux les caractéres des divers virus 
phytopathogeénes, on est frappé par les différences qu’ils accusent. 

Dés l’abord, une: distinction fondamentale sépare les virus en 
deux grands groupes : ceux qui conservent plus ou moins lone- 
temps in vitro leur caractére infectieux (virus inoculables méca- 
niquement aux plantes réceptives), et ensuite les virus qui perdent 
toute activité au sortir des cellules-hétes. 

Tels sont les virus de la nécrose du phloéme, chez la Pomme de 
terre, des mosaiques, des Rosacées, de celle du Dahlia, le virus de 
Ja maladie du Riz appelé « Curly dwarf ». Ces viroses ne sont 
done transmissibles que par greffe ou par l’intermédiaire d’in- 
sectes spécifiques. 

Parmi les virus inoculables artificiellement, la longévité in vitro 
est trés variable : a la température ordinaire et dans un liquide 
stérile, l’agent de la mosaique ordinaire du Tabac reste actif pen- 
dant plusieurs années ; les virus X et D des Solanacées, plusieurs 
mois ; le virus n° 11 du K. Smith (« Tobacco necrosis »), une 
vingtaine de jours; le virus de la mosaique du Concombre de 
soixante-douze a quatre-vingt-seize heures ; l’agent de la mosaique 
ordinaire du Haricot, les virus A et Y des Solanacées, une tren- 
taine d’heures ; le virus de la mosaique de la Canne 4a sucre, quel- 
ques heures seulement. 

En milieu sec, la longévité varie aussi dans de larges limites 
le virus de la mosaique du Concombre, les virus D, X et Y des 
Solanacées, ceux du « Spotted wilt » et du « Bushy stunt » de 
la Tomate sont détruits trés rapidement. 

Envisageons la température mortelle : en suspension aqueuse et 
aprés dix minutes de chauffage, le virus de la mosaique du Tabac 
est détruit 4 93°, le virus du « Tobacco necrosis » a 72°, le virus X 
a 66°, le virus Y a 52°, la mosaique du Haricot a 58° et le « Spot- 
ted wilt » de la Tomate a 42° seulement. Notons que divers fac- 
teurs peuvent modifier quelque peu les chiffres ci-dessus. 

Dilutions extrémes tolérées : Le jus extrait d'une jeune feuille 
de Tabac mosaiqué est encore infectieux aprés une dilution au 
1/1.000.000. La dilution extréme active est de 1/100.000 pour le 
« Spotted wilt » et la mosaique de la Tulipe, de 1/10.000 pour les 
virus X et D et celui du « Tobacco necrosis ». La mosaique du 
Haricot, celle de la Betterave, le virus Y atteignent a peine 1/1.000, 
la mosaique « Aucuba » de Ja Pomme de terre 1/200, le virus A 
des Solanacées 1/100, et la mosaique de la Canne a sucre 1/10. 

La résistance a certains antiseptiques différe beaucoup d’un 
virus 4 l’autre. Le virus de la mosaique ordinaire du Tabac, celui 
du « Tobacco necrosis », résistent A des concentrations élevées du 
HgCl,. Mais le virus du « Spotted wilt » est inactivé par HgCl, 
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0,001 M. Ce dernier virus est extrémement sensible aux agents 
oxydants. D’un autre cété, le virus du « Tobacco necrosis » résiste 
plusieurs mois a l’aleool éthylique concentré. Or, la plupart des 
virus des plantes sont détruits aprés quelques heures de contact 
avec des solutions alcooliques dont le titre est compris entre 50 
et 75 p. 100. 

La qualité antigénique des virus est loin d’étre unmiforme : les 
virus de la mosaique ordinaire du Tabac, Je virus X des Solana- 
cées, sont de puissants antigénes spécifiques ; mais, par contre, 
la plupart des autres virus ne manifestent que des propriétés anti- 
eéniques faibles ou nulles. 

La transmission des virus — et ses modalités — les caractéres 
des lésions produites, la spécificité quant aux plantes hdtes, la 
filtrabilité sur des membranes de diverses porosités, les possi- 
bilités de purification, etc., pourraient nous fournir des exemples 
analogues. Les quelques faits cités soulignent a suffisance les 
différences souvent profondes qu’offrent entre eux les virus des 
plantes. 

Ces différences sont-elles aussi profondes qu’elles apparaissent 
4 premiére vue ? Sont-elles dues au virus lui-méme, dont l’orga- 
nisation différerait d’un agent infectieux a lautre ? Ou sont-elles 
dues a des influences extérieures, comme la présence éventuelle 
de substances (dues au métabolisme du virus ou a la réaction de 
la cellule-hote) qui pourraient jouer un réle protecteur ? 

Entre certains virus, des différences fondamentales semblent 
apparaitre. Il est 4 noter néanmoins en faveur de la seconde hypo- 
thése que certaines manipulations altérent parfois profondément 
les caractéres d’un virus : cristallisation du virus de la mosaique 
du Tabac en modifiant certaines propriétés ; substances réduc- 
trices augmentant considérablement la longévité in vitro du virus 
du « Spotted walt », etc. 

Mais les données dont nous disposons ne permettent pas de 
trancher actuellement la question. 


COLORABILITE 
ET MORPHOLOGIE DE QUELQUES ULTRAVIRUS 
MORPHOGENESE DES INCLUSIONS QU’ILS PRODUISENT 


par S. NICOLAU. 
Nous avons a l’heure actuelle une méthode de coloration satis- 


faisante qui permet la mise en évidence de certains ultravirus 
cest la méthode au bleu de méthyle oxalaté - fuchsine acide, dont 
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Communication 8. Nicolau. 


Fic. 1. — Neurones de Vécorce cérébrale de lapins morts dencéphalite herpé- 
lique expérimentale; les noyaux des deuy cellules nerveuses sont remplis 
Wintramicrobes herpétiques (Photo. M. Jeantet) [Gross. : 1.800 diamétres]. 


Fic. 2. — Cellules nerveuses ganglionnaires (ganglion spinal) d’un lapin 
mort de maladie d’Aujeszky conférée par inoculation sous-dure-merienne ; 
le neurone du milieu renferme des groupes d'inframicrobes dans son 
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la technique a été précisée dans des publications antérieures (12). 
On colore les inframicrobes sur coupes d’organes, et, a condition 
d’utiliser des coupes trés fines, mesurant environ 2 py. d’épaisseur, 
on peut distinguer, a l’aide du microscope habituel a fort gros- 
sissement, de trés nombreux germes dont la forme et les dimen- 
sions sont plus ou moins caractéristiques pour chaque espéce de 
virus envisagée. Ges germes se trouvent presque toujours a l’inté- 
rieur des cellules, dans le cytoplasme seulement, ou dans le 
noyau, parfois méme dans toute la cellule. 

Il est & remarquer que les résultats de ces recherches morpho- 
logiques vont de pair avec ceux fournis par l’ultrafiltration, 
en ce qui concerne les dimensions corpusculaires des virus ; ainsi, 
nous avons réussi a rendre visibles des inframicrobes (herpés, 
maladie d’Aujeszky, rage, maladie de Borna, zona zoster, vac- 
cine) dont la taille, précisée par lultrafiltration, est d’environ 
150 m yp, et n’avons jamais pu déceler des germes dans les coupes 
de tissus infectés avec le virus poliomyélitique ou avec le virus 
de la fiévre aphteuse, germes dont la taille est excessivement 
réduite (8 4 12 m y). 

On comprend facilement que les inframicrobes relativement 
volumineux (de l’ordre de grandeur de 150 m y) et dont les 
formes les plus petites seulement traversent les ultrafiltres qui 
en précisent ainsi les dimensions, enrobés dans du colorant, 
ont les dimensions encore plus augmentées ; ils arrivent de ia 
sorte a donner des images bien perceptibles a l’ceil (images de 
Vordre de grandeur de 200 4 300 m y) et surtout bien photogra- 
phiables. Les photographies, faites avec un grossissement de 
1.600 diamétres sont trés nettes; en les: agrandissant, on peut 
avoir des images encore meilleures. 

Nous avons éludié de la sorte la morphologie du germe herpé- 
tique (2, 3) dans le cerveau, dans la peau et dans la cornée d’ani- 
maux infectés expérimentalement. La figure 1 montre les infra- 
microbes herpétiques dans le noyau de cellules nerveuses de 
Vencéphale du lapin; le germe se présente sous l’aspect d’un 
batonnet. Le virus zonateux (2), étudié dans la peau de Vhomme 
atteint d’éruption zostérienne, est en grande partie semblable au 
virus herpétique. Le virus rabique, plus difficile 4 mettre en évi- 
dence que les virus précédents, est lui aussi colorable avec notre 
méthode. L’inframicrobe de la maladie d’Aujeszky (4), reproduit. 


(1) Nicorav (S.) et Kopcrowsxa (L.). C. R. de VAcad. des Sc., 204, 
1937, p. 1276. 

(2) Nicotau (S.) et Kopciowsxa (L.). Ces Annales, 60, 1938, p. 401-431. 

(3) Nicorau (S.) et Korcrowska (L.). C. R. de la Soc. de Biol., 126, 
1937. p,, 211. 

(4) Niconau (S.), CRuvEiHIER (L.) et Kopcrowsxa (L.). C. R. de ta Soc. 
de Biol., 126, 1937, p. 756. : 
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dans la figure 2, y est représenté sous forme de cocco-bacilles 
ou de petits batonnets intranucléaires, ou encore, groupés dans 
le cytoplasme d’une cellule nerveuse ganglionnaire. Le virus de 
la maladie de Borna posséde une forme ovalaire, intermédiaire 
entre celle du virus herpétique et celle du virus vaccinal. Enfin, 
le virus vaccinal (5), étudié dans le cerveau de lapins morts de 
méningo-encéphalo-myélite meuro-vaccinale, présente la forme 
entrevue déja par divers auteurs, celle de coccus. 

L’étude morphogénétique des inclusions produites par tous ces 
inframicrobes, montre que ces séquelles intracellulaires — cyto- 
plasmiques ou nucléaires — sont constituées par des infra- 
microbes agglutinés, dégénérés, soudés en blocs arrondis dont 
Vaffinité tinctoriale devient de plus en plus oxyphile [éosino- 
phile] (6). 2 


SUR UNE VARIATION PHYSIOLOGIQUE 
DES BACTERIOPHAGES 


par E. WOLLMAN et M™ E. WOLLMAN. 


On sait que dans de nombreux cas la lyse bactériophagique se 
trouve totalement inhibée en l’absence de Ca soluble. Nous avons 
constaté que cette inhibition fait réguligrement défaut lorsqu’on 
fait agir des bactériophages sur les souches mémes de germes 
sensibles ayant servi depuis plus ou moins longtemps a leur entre- 
tien. il semble bien qu’en dehors de l’exaltation d’activité pour 
la souche en question qu’on observe habituellement dans ces con- 
ditions, il se produit une variation physiologique des bactério- 
phages portant sur leur besoin en Ca soluble. 

Cette variation ne parait pas étre un simple corollaire de l’exal- 
tation de lactivité des bactériophages. En effet, des facteurs lyso- 
génes présentant en milieux pourvus de Cat+ (gélose ordinaire) 
un titre lytique maximum peuvent se montrer totalement inactifs 
en l’absence de Ca soluble (gélose oxalatée). 

Nous avons pu obtenir, expérimentalement, des souches de bac- 
tériophages déterminant la lyse en Vabsence de Catt. C’est ainsi 
que des bactériophages entretenus depuis de nombreuses années 
sur B. coli et B. shiga déterminaient la lyse des germes homologues 
aussi bien en absence qu’en présence de Ca soluble, mais étaient 
aclifs pour le B. typhique (E,) seulement dans le premier cas. Il 
suffit de faire effectuer 4 ces bactériophages un certain nombre de 


(5) Nicotau (S.). Bull. Acad. Méd. de Bucarest, 1938 (sous presse). 
(6) Niconau (S.). C. R. de VAcad. des Sc., 205, 1937, p. 758. 
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passages sur le B. typhique (en gélose ordinaire) pour les voir 
acquérir la propriété de lyser ce germe sur gélose oxalatée. On 
voit avec les bactériophages ainsi traités, apparaitre tout d’abord 
un certain nombre de plages sur gélose oxalatée ; partant de ces 
plages, on obtient aisément des bactériophages qui se montrent 
dorénavant aussi actifs en absence qu’en présence de Ca soluble. 
Une étude portant sur le ‘bactériophage du B. megatherium montre 
que cette variation apparait de facon brusque. 

Ainsi que nous l’avons établi antérieurement, la production de 
bactériophage par le B. megatherium lysogéne 899 (den Dooren 
de Jong) se fait normalement en l’absence de Ca soluble, tandis 
que la lyse de la variété sensible (B. megatherium 338 asporo- 
géne) exige la présence d’ions de Ca. On pouvait penser que le 
Ca++ intervenait soit lors de la fixation des facteurs lysogénes 
sur la souche sensible, soit au cours de l’autolyse proprement 
dite en tant que codiastase des autolysines bactériennes. Cette 
facon de voir n’a pu étre confirmée par |’expérience. 

Nous nous sommes demandé alors si, tout comme dans les cas 
cités plus haut, des passages répétés par la souche sensible ne 
permettraient pas d’obtenir une variété de bactériophage pouvant 
déterminer la lyse en absence de Ca soluble. L’expérience établit 
qu il en est effectivement ainsi. On voit que (projection) dés les 
premiers passages faits sur gélose ordinaire, par la souche sen- 
stble, il apparait brusquement quelques éléments lysogénes 
capables de déterminer la lyse en absence de Cat++. Quelques pas- 
sages sur gélose oxalalée achévent de fixer et d’exalter le carac- 
lére nouveau de la lyse se faisant dorénavant avec autant d’inten- 
sité sur gélose oxalatée qu’en présence de Cat+. 

La variété de bactériophage ainsi obtenue est reproduite avec 
son caractére nouveau non seulement lors de la lyse de la souche 
sensible, mais aussi par cette souche rendue résistante et lysogene 
sous son influence. En effet, alors que le B. megatherium 338 
asporogéne rendu résistant et lysogéne au moyen du bactériophage 
ordinaire reproduit indéfiniment du bactériophage ne lysant qu’en 
présence de Ca++, les souches rendues lysogénes au moyen de 
la nouvelle variété de bactériophage reproduisent celle-ci avec son 
aptitude a déterminer la lyse sur gélose oxalatée. 


M. Chodat demande si les faits signalés dans la communication 
de E. Wollman et M™ Wollman, « Sur une variation physiologique 
des bactériophages », ne pourraient s’expliquer par la sélection 
d’éléments actifs en absence de Ca + +. 


M. Wollman. — Nous n’avons jamais pu déceler la présence 
de tels éléments dans les lysats bactériophagiques dont nous 


parlions. 
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ETUDE DES BACTERIOPHAGES 
AU MOYEN DES RAYONS X mouS 


par A. LACASSAGNE et E. WOLLMAN. 


Les recherches de Holweck et. Lacassagne ont montré la possi- 
bilité de calculer le volume des organites qui, dans un élément 
microscopique, correspond a une lésion déterminée produite par 
les radiations, et cela méme lorsque la « cible » est au-dessous 
de la visibilité. Ces résultats nous ont conduits a entreprendre 
Vétude de Vaction des radiations sur différents bactériophages. 
Notre premier dessein a été de rechercher les relations qu'il peut 
y avoir entre les dimensions des bactériophages et la probabilité 
de leur destruction par une irradiation. 


MORPHOLOGIE DU VIRUS : 
DE LA LYMPHOGRANULATOSE INGUINALE 


par R. SCHOEN. 


L’ultravirus lymphogranulomateux, agent pathogéne spécifique 
de la maladie de Nicolas ét Favre, a été unanimement considéré 
comme germe invisible, lorsqu’en 1935 Miyagawa et ses collabo- 
rateurs découvrent, sur frottis de tissus infectieux, des petits gra- 
nulo-corpuscules caractéristiques, inclus en grand nombre dans 
les histiocytes, ou extracellulaires. 

Les recherches de contrdle ne donnérent, d’abord que des résul- 
tats négatifs. Par la suite, Nauck et Malamos réussissent a mettre 
en évidence les corpuscules de Miyagawa, en s’adressant A une 
souche particuliérement pathogéne, nouvellement isolée d’un cas 
humain aigu. Toutefois, d’aprés ces auteurs, les granulo-corpus- 
cules sont difficilement décelables. Ils sont généralement trés 
rares, et leur mise en évidence est irréguliére sur frottis, tandis 
que les examens des coupes du méme matériel infectieux fournis- 
sent des résultats totalement négatifs. Dans l’ensemble, ces der- 
niéres constatations sont, plus tard, confirmées par Herzberg et 
Koblmiiller, par Hoffmann, Moro, entre autres, avec quelques 
divergences concernant la taille des granulo-corpuscules et l’inter- 
prétation de leur nature. 

Nos recherches personnelles, se rapportant A ce sujet, ont établi 
un fait nouveau, qui explique, en grande partie, les résultats dis- 
cordants des chercheurs précédents. 
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1. DEVELOPPEMENT DES CORPUSCULES DANS LE NEVRAXE DES SOURIS 
BLANCHES. -— La mise en évidence des corpuscules caractéris- 
tiques, sur coupe du systéme nerveux central des souris ino- 
culées par vore transcranienne avec le virus de la maladie de 
Nicolas et Favre, est constante, a la condition de s’adresser a une 
souche hautement pathogéne, et de procéder aux examens micros- 
copiques dés les premiers jours aprés l’infection. Quelle que soit 
la provenance du virus utilisé, des essais multiples, effectués sur 
un grand nombre d’animaux, ont fourni des résultats rigoureu- 
sement comparables. Les corpuscules apparaissent, dés_ le 
deuxiéme jour aprés l’inoculation, sous forme de petits grains, 
ronds et bien définis, de 0,2 @ 0,3 p, environ. Ils précédent. ainsi 
la grosse réaction inflammatoire du systéme mésodermique de 
axe cérébro-spinal, qui caractérise les altérations histo-patho- 
logiques. de ‘la lymphogranulomatose inguinale expérimentale. 
Ces corps trés réguliers, colorés en bleu-violet pale par 1: méthode 
de Giemsa, et en bleu ciel soutenu par la triple coloration d’Unna, 
forment, au début, des petits kystes, inclus dans les éléments 
épendymaires, qui bordent les parois ventriculaires, ou dans 
le prolongement cytoplasmique de ces cellules, parfois assez loin 
de leur emplacement initial. Ensuite, les corpuscules se multi- 
plient trés rapidement, et les kystes qui les hébergent deviennent 
de plus en plus volumineux, pouvant atteimdre des dimensions 
considérables. Au moment ot les lésions lymphogranulomateuses 
sont bien accusées, vers le sixiéme-huitiéme jour, les corpuscules 
semblent devenir plus fins, légérement allongés, la plupart tassés 
a la périphérie, auquel cas les kystes apparaissent vides au centre. 
A la méme période, on observe, d’autre part, prés des kystes 
éclatés, des corps libres, groupés en amas dans les espaces. inter- 
cellulaires. Les granules libres s’agglutinent souvent, en produi- 
sant des formations plus volumineuses et irréguliéres. A une 
phase ultérieure, le processus évolutif est nettement plus accen- 
tué. On ne distingue plus chaque corpuscule individuellement, 
mais on constate de nombreuses vacuoles vides, ou, plus rare- 
ment des masses colorées uniformément, vestige des formes 
agelutinées.. Aux stades chroniques, plus tardifs, malgré les alté- 
rations inflammatoires intenses et une persistance de la virulence, 
on ne décéle aucune formation particuliére, pouvant étre rappro- 
chée des corpuscules existant au début de l’affection. 

2. MisE EN EVIDENCE DES CORPUSCULES DANS LES NEOPLASMES SAR- 
COMATEUX, CONTAMINES AVEC LE VIRUS LYMPHOGRANULOMATEUX. — 
Dans un travail récent, nous avons démontré que les éléments 
sarcomateux de souris, en voie de prolifération, constituent un 
excellent milieu de culture in vivo pour le germe de la maladie 
de Nicolas et Favre. 

Or, si les corpuscules de Miyagawa, suivant le stade évolutif 
de l’affection, représentent réellement une phase visible de l’agent 
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étiologique de la lymphogranulomatose inguinale, il faudrait 
nécessairement retrouver ces corps dans les tissus néoplasiques, 
oti la pullulation du germe est fort accusée. Pour élucider ce 
probléme, nous avons pensé rechercher les corpuscules dans de 
jeunes greffons sarcomateux, conlaminés avec le virus, car les 
néoplasmes bien développés, comme il a été établi antérieurement, 
ne présentent pas d’inclusions spécifiques. 

Or, en procédant aux examens microscopiques du tissu néofor- 
matif infectieux, dés les premiers jours aprés la greffe, nous 
avons pu mettre en évidence, en grand nombre, des corpuscules 
caractéristiques, enkystés dans les éléments tumoraux, ou groupés 
en véritables colonies dans le tissu interstitiel. 

Queiles que soient les conditions expérimentales, soit en mélan- 
geant Je virus in vilro aux fragments .sarcomateux, soit en conta- 
minant le néoplasme in vivo, par inoculation intratumorale, ou 
par voie indirecte (infection transcranienne des animaux et greffe 
sous-cutanée, simultanée, de sarcome) on observe réguliérement 
le méme phénoméne : les corpuscules ronds et bien définis, déce- 
lables dans les zones néoformées de jeunes greffons, de quatre a 
six jours, deviennent, par la suite, plus fins, bacilliformes et dis- 
paraissent progressivement Aa partir du moment ot la tumeur 
commence a se nécroser. Au cours des passages sous-culanés 
successifs effectués avec de tels néoplasmes dépourvus de corpus- 
cules, mais, néanmoins, trés infectieux, on constate la réappari- 
tion des corpuscules caractéristiques dans les jeunes éléments 
néoformés, avec un nombre de cellules contaminées trés élevé. 
Dans certains cas, presque tous les éléments sarcomateux sont 
remplis de corpuscules ; quelques-uns renferment méme plusieurs 
kystes. On observe également de nombreuses formes libres, sou- 
vent agglutinées en masse, dans les espaces intercellulaires. Les 
contréles de la virulence lymphogranulomateuse de ces greffons, 
par inoculation transcranienne aux souris, ont fourni des résultats 
constamment positifs. 

La présence constante de ces corps dans les jeunes néoplasmes 
virulents, suivie d’un accroissement manifeste du nombre d’élé- 
ments tumoraux contenant des corpuscules, au cours des pas- 
sages en série, d’une part, et absence de ces formations. d’autre 
part, dans les multiples recherches de contréle, plaident, a notre 
avis, en faveur du réle pathogéne spécifique des corpuscules de 
Miyagawa dans la maladie de Nicolas et Favre, représentant un 
sper ee du germe ru phage alms ultrafiltrable. 

3. Les CORPUSCULES LYMPHOGRANULOMATEUX CHEZ LE COBAYE. — 
L'infection sous-cutanée du cobaye, caractérisée par une réaction 
inflammatoire locale, est aussi suivie d’un développement des 
corpuscules typique. Au début de Vorganisation de la réaction, on 
trouve de nombreux corpuscules ronds et réguliers, enkystés dans 
les éléments conjonctifs étoilés, entre les lamelles du tissu sous- 
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cutané lache, et des formes libres groupées en amas dans la subs- 
tance fondamentale. Avec la progression du processus infiltratif, 
on observe les mémes altérations morphologiques des corpus- 
cules lymphogranulomateux qu’on constate dans l’infection 
névraxique et les tissus sarcomateux, contaminés avec ce virus. 


Conciusions. — La mise en évidence des corpuscules de Miya- 
gawa, dans la lymphogranulomatose inguinale expérimentale, 
est en relation étroite avec la période d’incubation de la maladie, 
L’aspect morphologique de ces corps semble étre nettement 
déterminé par le stade évolutif de la réaction tissulaire locale. 

Quel que soit le matériel virulent, systeme nerveux des souris, 
tumeurs sarcomateuses de souris, nodules inflammatoires chez le 
cobaye, on constate des corpuscules ronds et réguliers au cours 
des premiers jours qui suivent l’inoculation. Aux phases ulté- 
rieures, parallélement avec le développement de l’affection, on 
observe constamment des altérations morphologiques de ces cor- 
puscules et leur disparition progressive du tissu atteint, lequel 
persiste, néanmoins, a étre manifestement infectieux. 


M. Gavrilov. — A !'Institut d’Hygiéne d’Anvers (directeur 
De Moor), M™° A. Fester et moi-méme avons fait des expériences 
avec le virus de la maladie de Nicolas et Favre, recu du profes- 
seur Nauck, de Hambourg. Nous avons constaté Videntité de nos 
résultats avec les siens et nous avons pu, non seulement cultiver 
ce virus sur l’explantat in vitro de la cornée de lapin, mais aussi 
constater les différents stades d’évolution du virus dans le proto- 
plasme des cellules, qui présente des formations ayant l’asvect 
typique des corpuscules élémentaires de Miyagawa. Nous avons 
également pu étudier quelques-unes des propriétés spécifiques de 
ce virus chez les chiens infectés. 
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APPLICATION DE LA DEVIATION DU COMPLEMENT 
A V’ETUDE DE LA MENINGITE LYMPHOCYTAIRE 


par P. LEPINE, P. MOLLARET et M" V. SAUTTER. 


L’étude clinique et expérimentale de la méningite lymphocytaire 
causée par le virus chorioméningitique nous a incités a rechercher 
un test de laboratoire qui fdt sensible, spécifique et d’apparition 
précoce au cours. de l’infection. En effet, ]’existence d’un pouvoir 
neutralisant dans le sérum des malades, dont nous avons pu 
vérifier par ailleurs la présence, est inconstante, tardive et sou- 
vent fugitive, et les résultats donnés par ce test sont soumis aux 
délais d’observation d’animaux, délais augmentés par la néces- 
sité d’un contréle histologique. 

Nous avons, au contraire, obtenu les meilleurs résultats par 
la méthode de déviation du complément, malgré Vinsuccés habi- 
tuel de celle-ci dans les affections 3 virus. 

Le sérum inactivé des malades ou des animaux est mis en 
présence d’un antigéne constitué par une émulsion au centiéme, 
filrée sur papier, de poumon finement broyé de cobaye ayant 
succombé a la chorioméningite. 

Le poumon du cobaye, prélevé a l’autopsie de l’animal sacrifié 
agonisant, présente l’aspect typique de la maladie : hépatisation 
de teinte hlas & peu’ prés généralisée. Bien que d’autres organes 
puissent renfermer des quantités plus élevées de virus que le 
poumon, c’est ce dernier qui s’est montré le seul utilisable ; i] 
nest pas anticomplémentaire et pour un poids faible de tissu 
il montre un pouvoir antigénique élevé. L’antigéne préparé se 
conserve bien a la glaciére. Le poumon normal ne dévie pas le 
complément. 

La réaction est pratiquée suivant la technique et avec I’échelle 
de Calmette et Massol, suivant laquelle une déviation de 5 unités 
alexiques, ou moins, est sans valeur, une déviation de 10 unités 
est positive, et une déviation de 15 unités est assez fortement 
positive. 

48 déviations ont été pratiquées avec le sérum de 16 sujets 
ayant regu expérimentalement (1) une inoculation de virus de la 
chorioméningite (souche Paris) : chez tous les malades, la réac- 
tion est devenue positive, en général a partir du onziéme jour 
de linoculation. Les taux moyens atteints ont été de 25 a 


(1) P. Lépine, P. Motzarer et B. Kreis. GC. R. Acad. des Sci. 204, 1937, 
p. 1846. 
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30 unités ; le maximum a été de 120 lors de la réinoculation 
d’épreuve d'un malade, qui n’a présenté par ailleurs ni fiévre, 
ml signe clinique, sauf un amaigrissement incontestable. La réac- 
ion a été trouvée fortement positive jusqu’au cent trente-deuxiéme 
jour, faiblement positive jusqu’au cent soixante-douziéme jour. 
Elle a été constamment négative aprés le cent quatre-vingt-dix- 
neuviéme jour. Elle s’est montrée négative avec le liquide céphalo- 
rachidien des malades, quel que soit le moment de |’examen. 

Par ailleurs, le sérum de 18 malades pour lesquels Je diagnostic 
clinique de méningite lymphocytaire avait été posé a été examiné ; 
6 de ces sérums ont pu en méme temps étre inoculés a ]’animal. 
Un sérum a fourni un résultat totalement négatif (déviation et 
inoculation) ; 4 sérums ont donné des résultats positifs a la fois 
par la déviation et par l’inoculation aux animaux; 1 sérum a 
donné une déviation faiblement positive, avec inoculations néga- 
tives. Enfin, 12 sérums prélevés trop tardivement ou dans. des 
conditions défavorables, ont été examinés par Ja déviation seule. 
Ils ont donné 9 résultats fortement positifs, 2 positifs faibles, 
1 négatif. 

En outre, 64 sérums témoins ont été examinés avec des résultats 
négatifs. Parmi ceux-ci, 3 étaient ceux d’individus rormaux, mais 
manipulant des amimaux infectés, 18 provenaient de malades 
atteints d’affections du systéme nerveux, parmi lesquelles des 
méningites de toutes formes, et 43 de malades atteints d’affections 
diverses : pour ces derniers, il y avait 13 malades fébriles au 
moment de la prise du sang et 13 syphilitiques a réactions forte- 
ment positives. 

Enfin parmi les animaux inoculés de chorioméningite, 6 singes 
ont tous donné des réactions fortement posilives (jusqu’a 
175 unités), 8 lapins ayant recu le virus de Paris ou des 
souches étrangéres, ont tous réagi (15 & 40 unités suivant la 
souche), mais 12 cobayes ont fourni des résultats constamment 
négatifs. ; 

Nous croyons que la déviation du complément appliquée 
a l'étude de la chorioméningite en facilitera le diagnostic et aidera 
aw dépouillement du chapitre encore confus des méningites lym 
phocytaires. 
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REPARTITION DES ANTICORPS NEUTRALISANTS 
DANS LES TISSUS DES ANIMAUX IMMUNISES 
CONTRE LA VACCINE 


par J. VIEUCHANGE. 


L’existence d’anticorps neutralisants dans le sérum des ani- 
maux immunisés contre la vaccine est un fait bien établi. Mais 
n’est-il pas possible de retrouver ces anticorps en dehors des 
humeurs de l’organisme, c’est-’-dire dans les tissus ? Une pre- 
miére réponse a été donnée a cette question par C. Levaditi et 
S. Nicolau (1), en 1922. Ces auteurs, répétant avec le neurovaccin 
leurs LEO sur l’encéphalite épidémique, ont démontré que 
le cerveau des lapins immuns est capable de neutraliser in vitro 
le virus vaccinal. Ces travaux amoreaient |’ étude de la répartition 
des anticorps dans les tissus. Il nous a semblé intéressant de 
reprendre cette étude d’une facon systématique (2). 

Au moment ott nos expériences étaient presque terminées, 
Mac Master -et Kidd (8) publiaient les conclusions de leurs tra- 
vaux sur l’origine des anticorps dans la vaccine. Ils ont retrouvé 
ceux-ci avec régularité dans les ganglions lymphatiques et la rate 
des animaux récemment immunisés. 

Nous avons réalisé nos expériences avec une méthode diffé- 
rente de celle des auteurs américains. Nous avons utilisé des 
lapins immunisés depuis plusieurs mois. Ces animaux étaient 
inoculés avec le neurovaccin par voie intradermique et éprouvés 
par voie intracérébrale. Nous les avons sacrifiés par saignée 
totale. Les organes étaient prélevés aussilot aprés la mort de 
Vanimal, puis émulsionnés dans l’eau physiologique a des taux 
constants. La neutralisation était faite selon la méthode habi- 
tuelle : le mélange du virus et du sérum ou des organes séjour- 
nait a Pétuve a 37°, puis a la glaciére jusqu’au moment de J’ino- 
culation. Ces mélanges étaient “inoculés au lapin, par voie intra- 
dermique, afin de déterminer leur virulence. Nous avons répété 
plusieurs fois Yexpérience et obtenu des résultats concordants : 
; Le sérum des animaux immuns s’est montré actif dans tous 
es cas. 


(1) G. Levanrri et S. Nicorav. C. R. Soc. Biol., 86, 1922, p, 233. 

(2) J. Visucmancr. Bull. Acad. Méd., 148, 1937, p. 372. 

(3) P. O. Mc Master et J. G. Kinp. Journ. Exp. Med., 66, n° 1, 1937, 
Decor 
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D’autre part, certains organes ont manifesté un pouvoir neu- 
tralisant, 4 un degré plus ou moins élevé : 

La rate s'est montrée constamment douée de propriétés neutra- 
lisantes. 

Avec les ganglions lymphatiques, nous avons obtenu une neu- 
tralisation compléte dans la moitié des cas et, dans l’autre moitié, 
une neutralisation partielle. 

Le cerveau a présenté un pouvoir sensiblement égal en inten- 
sité & celui des ganglions lymphatiques. 

Avec la moelle osseuse, l’effet d’atténuation était évident, mais 
a un moindre degré. 

Les autres organes examinés, foie, surrénale, testicule se sont 
révélés dépourvus de tout pouvoir neutralisant in vitro. 


SUR L’UNION DES ANTICORPS NEUTRALISANTS 
ET DU VIRUS VACCINAL 


par J. VIEUCHANGE. 


L’union des anticorps neutralisants et du virus vaccinal a déja 
fait objet de nombreux travaux. Nos expériences ont consisté a 
comparer systématiquement le pouvoir respectif de différents 
facteurs de dissociation des mélanges neutres. 

D’une part, nous avons recherché l’influence des voies d’inocu- 
lation sur la virulence des mélanges de virus vaccinal et d’anti- 
sérum. D’autre part, en collaboration avec L. Stamatin et I. Mes- 
robeanu, nous avons étudié l’action exercée sur ces mélanges par 
certains milieux de cullure in vitro. 

Nous avons fait les constatations suivantes : 

1° Des mélanges de virus vaccinal et d’immunsérum parfaite- 
ment neutres pour la peau, recouvrent plus ou moins leur viru- 
lence lorsqu’on les ensemence in vitro soit dans des milieux de 
culture contenant des cellules embryonnaires (1), selon la méthode 
de Rivers, soit sur la membrane  chorio-allantoidienne de 
Vembryon de poulet (2). 

2° Lorsque ces mélanges son injectés in vivo, en utilisant des 
voies d’inoculation différentes, ils peuvent recouvrer toute leur 
virulence (3). C’est ainsi que le cerveau, la cornée, le testicule du 
lapin se comportent comme des facteurs de dissociation trés actifs. 

Le classement par ordre décroissant des divers facteurs de dis- 


(1) J. Visucuance et L. Stamarin. C. R. Soc. Biol., 428, 1938, p. 904. 
(2) J. Virucnancr ct T. Mesropranu. C. R. Soc. Biol., 128, 1938, p. 951. 
(3) J. Vinucnaner. C. R. Soe. Biol., 128, 1938, p. 953. 
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sociation des mélanges virus-vaccinal-immunsérum peut s’établir 
ainsi : testicule, cornée, cerveau, membrane chorio-allantoide, 
milieux de culture a base de cellules embryonnaires. 

Sans doute cette classification est-elle incomplete, mais elle 
souligne le role important joué par les tissus dans la réponse a 
injection des mélanges de virus et d’immunsérum. La neutralité 
ou la virulence de ceux-ci est donc une notion relative. Elle ne 
peut s’apprécier qu’en fonction du tissu dans lequel le mélange 
est inoculé. Précisons qu’en employant les mots « union » et « dis- 
sociation », nous nous sommes servi d’une terminologie courante 
qui ne préjuge en rien le mécanisme véritable du phénoméne de 
neutralisation. 


ULTRAFILTRATION DU VIRUS 
DE LA VACCINE CULTIVE /N VITRO 


par Lupmitta STAMATIN. 


La premiére ultrafiltration du virus neurovaccinal a été réalisée 
en 1923 par Levaditi et Nicolau (1) [sacs en collodion]. Plus 
tard, Bechhold et Schlesinger (2) ont fait les premiers essais 
pour déterminer les dimensions probables de l’unité virulente de 
ce virus. Mais ce sont surtout Eiford et Andrewes (8) qvi ont 
étudié ce probleme en détail, par le procédé d’Elford (4) [mem- 
branes en collodicn a pores de diamétre caiculé au préalable]. 
D’aprés ces auteurs, la taille du virus vaccinal (neurovaccine de 
Levaditi et Nicolau) est entre 0,125 » et 0,175 py; la virulence du 
liquide soumis @ la filtration influence la détermination du peint 
terminal de la filtrabilité. Ces résultats sont ultérieurement 
confirmés par Levaditi, Paic et Krassnoff (5). 

Nous nous sommes demandé si le virus neurovaccinal, cultivé 
in vitro, se comporte de la méme maniére que le virus cultivé 
dans le cerveau ou le testicule du lapin, 4 l’égard des membranes 
en collodion. 

Pour nos expériences, nous nous sommes servi de la neuro- 
vaccine de Levaditi et Nicolau (6), cultivée in vitro dans un 
milieu composé d’une suspension de cellules embryonnaires de 
poulet en voie de survivance dans le liquide Tyrode. 


(1) Levapitx et Nicotav. C. R. Ac. Sc., 176, 1923, p. 717. 

(2) Becunotp et Scutesincer. Biochem. Zeitschr., 236, 1935, p. 387. 
(3) Evrorp et Anprewes. Brit. Journ. of exp. Path., 13, 1932, p. 36. 
(4) Evrorn. Journ. of Path., 34, 1931, p. 505. 

(5) Levanitr Paic et Krassnorr. C. R. Soc. Biol., 122, 1936, p. 526. 

(6) Levapitr et Nicorau. Ann. Inst. Pasteur, 37, 1923, p: 1. 
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Des cultures agées de trois jours sont débarrassées des cellules 
par une centrifugation 4 4.800 t. m. pendant cing minutes. Le 
hquide surnageant, limpide, trés peu opalescent, est soumis a des 
ultrafiltrations selon la technique d’Elford. 

Trois séries d’expériences semblables ont été réalisées, et, pour 
chaque expérience, les cultures de virus se trouvaient, respecti- 
vement, a leurs sixiéme, neuviéme et douziéme passages. L’ultra- 
filtration a été effectuée A travers 5 membranes, dont le diamétre 
moyen des pores était de 0,96, 0,65, 0,39, 0,32 et 0,19 », respec- 
tivement. La virulence de chaque filtrat a été titrée par voie intra- 
dermique sur deux lapins. Les trois expériences ont donné des 
résultats identiques. 

Voici les données d’une de ces expériences : 

Liquide témoin (culture centrifugée a 4.800 t. m., pendant 
cing minutes) : actif jusqu’au 1/100.000. 

Liquide filtré sur la membrane de 0,96 yp, : actif jusqu’au 1/10. 

Les liquides filtrés sur les membranes de 0,65, 0,39, 0,32 et 
0,19 p, n’ont donné aucune réaction. 

Quatorze jours plus tard, tous les lapins-test ont été réinoculés, 
par vole intracérébrale avec du neurovaccin (émulsion de 
cerveau virulent). Ces animaux sont morts les quatriéme et 
cinquiéme jours, sauf un lapin inoculé avec le liquide filtré sur 
la membrane de 0,65 p, (le. deuxiéme lapin est mort le sixiéme 
jour), et tous les lapins qui avaient été imoculés avec le liquide 
témoin et le liquide filtré sur la membrane de 0,96 up. 


‘ConcLustons. — Si l’on compare les résultats enregistrés par 
Elford et Andrewes (taille 125 4 175 m. y) et par Levaditi, Paic 
et Krassnoff (taille 140 4 160 m. p) a nos résultats obtenus en 
ultrafiltrant, par la méme méthode d’Elford, le virus vaccinal 
cultivé in vitro (taille 490 4 650 m. y), il devient évident que les 
données fournies par l’ultrafiltration peuvent varier sensiblement 
suivant le milieu dans lequel les unités virulentes sont incorporées. 


SUR LA DETERMINATION DE LA CONSTANTE 
DE SEDIMENTATION DE L’HEMOLYSINE 


par M. PAIC. 


Une particule soumise a Vinfluence d’une force centrifuge se 
déplace, dans le sens de cette force, avec une certaine vitesse. La 
vitesse que la particule prend pour une force de 1 dyne est 
nommeée constante de sédimentation. Elle est d’habitude ramenée 
par le calcul a la vitesse que Ja particule aurait en sédimentant 


874 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dans l’eau pure 4 20° © (Svedberg). La constante de sédimenta- 
tion ainsi définie est principalement une fonction de la densité, de 
la taille et de la forme de la particule. Elle permet, a elle seule, 
de fixer l’ordre de grandeur du poids moléculaire du corps ultra- 
centrifugé. En liaison avee la constante de diffusion, elle permet 
la détermination exacte du poids moléculaire (Svedberg). La cons- 
tante de sédimentation est en général d’autant plus grande que 
le poids moléculaire est plus élevé. 

J’ai montré récemment que l’on peut déterminer la constante 
de sédimentation, d’une maniére extrémement simple, a l’aide 
d’ultracentrifugeuses qui ne permettent pas l’observation du che- 
minement des particules pendant la centrifugation. On centrifuge 
le corps A, dont on cherche la constante de sédimentation s, en 
présence d’un corps A’, dont on connait la constante de sédimen- 
tation s’. On a alors : 


ou T et T’ sont les temps de centrifugation pour lesquels, dans 
le liquide surnageant, aprés centrifugation, les concentrations 
relatives du corps A et du corps A’ sont les mémes. Ces concen- 
trations relatives sont exprimées par le rapport Cr : Co, ott Co est 
Ja concentration initiale d’un composant et Cyr sa concentration 
dans le liquide surnageant aprés le temps T. ¢ est un facteur de 
correction qui, dans le cas ot les corps A et A’ ont la méme 
densité, est égal a unite. 

La relation citée permet de déterminer la constante de sédimen- 
tation d’un corps sans que l’on connaisse le rayon de la centri- 
fugeuse, la forme et les dimensions des coupelles de centrifuga- 
tion et la vitesse absolue de rotation. Elle reste en particulier 
valable si Vultracentrifugeuse n’est pas absolument stable et si 
une partie du dépdt passe dans le liquide surnageant au moment 
de l’arrét. Cette relation peut étre utilisée pour la détermination 
de la constante de sédimentation des ultravirus et des bactério- 
phages. Je l’ai, pour le moment, appliquée a |’établissement de la 
constante de sédimentation de Vhémolysine spécifique de lapin 
anti-mouton, dont la sédimentation dans le champ centrifuge a 
été reconnue, simultanément et indépendamment, d’une part par 
Gratia et Goreczki et, d’autre part, par M™° Chorokhoff et moi- 
méme. L’ultracentrifugeuse que j’al employée a_ été celle de 
Henriot et Huguenard. Le sérum a été mis dans une coupelle 
conique en platine dont la périphérie a été garnie de papier-filtre, 
qui empéche la dispersion du dépot au moment de l’arrét de la 
centrifugeuse. La sédimentation de l’hémolysine a été comparée 
a celle des albumines et des globulines sériques, dont les cons- 
tantes de sédimentation sont connues. 

Les courbes de sédimentation obtenues sont reproduites sur le 
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graphique. Elles représentent la diminution de la concentration 
relative des composants du sérum en fonction du temps de centri- 
fugation pour une vitesse de rotation donnée. Elles corres- 
pondent a plusieurs sérums hémolytiques, inactivés ou non, et a 
un sérum normal. On voit, d’une part, que J inactivation 
n'influence ni la sédimentation de l’hémolysine ni celle des glo- 
bulines et que les albumines et les globulines du sérum normal 


ue We 9S 
nha 5é° 
» 2 ® 


»%, S&rum normal oe 
4,0, 4, sérum hémolyis 
0,4, Ser hém. n295 chau, yd 
py = eas : » 97, » ee 
ham centrifuge: 157,000. 
Hauteur du liguide: O15 em 


Proy, lolaux x Albu mines 


Hémolys ine 
90 100 140 7120 


sédimentent comme celles des sérums hémolytiques. D’autre part, 
on remarque que les courbes sont anormales pour les temps de 
centrifugation supérieurs a quarante minutes environ. La sédi- 
mentation devient alors fortement ralentie. Ce ralentissement est 
tres vraisemblablement dai A l’augmentation considérable de la 
viscosité et de la concentration dans les couches périphériques du 
sérum, pendant Vultracentrifugation ou 4 une protection insuffi- 
sante du papier-filtre. Des parties normales des courbes on déduit 


pour le rapport Taiot 3 i hém Seo et pour T we Tincen = 4,6. En 
introduisant ces rapports et les constantes de sédimentation corres- 
pondantes des globulines (¢gin = 7,1.10~™) et des albumines 
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(sav. = 4,5.10 —") dans Véquation citée et en supposant que le 
facteur 9 est égal a l’unité, on obtient pour la constante de sédi- 
mentation de l’hémolysine les valeurs 16,3.10~ et 21.10 ~", en 
moyenne 18,9.10-™ em. sec. ~' dynes ~’. Nous voyons que la 
valeur obtenue est supérieure a celle des albumines et a celle des 
elobulines. Le poids moléculaire de l’hémolysine est done certai- 
nement de beaucoup supérieur & celui des globulines. Il est vrai- 
semblablement de l’ordre du million. L’hémolysine n’est done 
pas identique aux globulines, ou, plus exactement, a la fraction 
principale des globulines. La constante de sédimentation de 
Vhémolysine est trés voisine de celle trouvée, a l’aide d’ultracen- 
trifugeuses 4 systéme d’observation, par l’école de Wyckoff et 
de Svedberg, pour Vanticorps antipneumococcique de certains 
animaux. Elle correspond assez exactement a celle des protéides 
lourds que l’on rencontre parfois dans le sérum de mammifeéres. 


M. Grabar. — Dans ses expériences sur Vultracentrifugation 
des constituants du sérum sanguin, McFarlane a constaté des 
variations dans les vitesses de sédimentation des divers compo- 
sants protéiques du sérum lorsque l’on centrifuge un mélange de 
ces protéides. Je me demande si, dans la technique employée par 
M. Paic, un tel phénoméne n’a pas lieu. 


M. Paic. — Dans les expériences de McFarlane il ne s’agit 
pas d’une variation de la vitesse de sédimentation des divers 
composants d’un sérum, mais d’un désaccord entre la quantité 
de composants déterminée par voie chimique ou synthétique et 
par ultracentrifugation. D’aprés Pedersen, il s’agit @un pheno- 
méne d’association ou de dissociation moléculaire. Chaque com- 
posant, qu’il soit préexistant ou formé par interaction chimique, 
garde néanmoins sa constante de sédimentation individuelle et 
caractéristique. Le phénoméne de McFarlane, s’il a lieu, n’em- 
péche done aucunement l’emploi de notre relation, dans laquelle 
les concentrations absolues des composants n’interviennent pas. 


LE VIRUS Y SUR LES POMMES DE TERRE 


par J. DUFRENOY. 


Le virus Y, inoculé par les pucerons Myzus persicx a des pom- 
mes de terre exemptes de virus, provoque des modifications des 
cellules périvasculaires des nervures des feuilles : les chloro- 
plastes se vésiculent ou se gonflent, s’agglulinent et brunissent ; 
la solution vacuolaire s’enrichit en cristaux octaédriques d’ oxalate 
de calcium ; la cellule se plasmolyse et se contracte, tandis que 
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son contenu devient brun. La localisation des nécroses. au voisi- 
nage des nervures vaut a la maladie son nom anglais de « streak », 
francais de « bigarrure ». 

Les feuilles affectées se séparent de la tige par rupture de la 
base du pétiole, ne restant attachées a la tige que par quelques 
fibres. 

Cette chute de feuilles s’observe dans diverses maladies causées 
par des virus provoquant l’apparition de lésions nécrotiques ; par 
exemple le piment, Capsicum frutescens, localise définitivement 
le virus de la mosaique du tabac a la feuille inoculée, puisque celle- 
ci tombe peu aprés l’apparition des nécroses autour des points 
d’ inoculation. 

La chute des feuilles affectées ne parait pas préserver la pomme 
de terre dans le reste de son appareil foliaire, ni dans ses tuber- 
cules, contre la généralisation du virus. 

Des pommes de terre de variété Up to Date, exemptes de virus 
et importées d’Irlande, plantées dans différentes stations des Pyré- 
nées au voisinage de cultures de pommes de terre locales, sont 
contaminées,, pour la plupart, par des Myzus persice et montrent 
Jes nécroses périvasculaires dues au virus Y, dés le mois d’aott. 
Isolées, 4 distance de champs de pommes de terre du pays, elles 
demeurent saines (a de rares exceptions prés, la contamination 
par quelques rares pucerons pouvant s’observer a plusieurs cen- 
taines de métres de distance). Dans un champ isolé de la com- 
mune de Cazaux-Fréchet, les pommes de terre Up to Date ont 
produit par pied 1.018 + 280 grammes de tubercules ; dans des 
champs ow elles étaient exposées a la contamination par virus Y 
des communes voisines de la vallée d’Aure, elles ont produit 
577 +140 grammes. 

Le tableau suivant résume les poids moyens de tubercules par 
plante de pomme de terre saine importée d’Irlande (Up to Date 
ou Arran Banner) en station isolée (C. F.), ou exposée a Ja conta- 
mination au voisinage de pommes de terre du pays (A, E, S), et 
comparativement les poids moyens par plante de pomme de terre 
« du pays ». 


MOYENNE 
par variété 


Up to date 25 136 
yeshee Banner i 538 

Moye 667,3 
Moyenne par station . . . 


La signification de l’excés de rendement d’Up to Date pré- 
servé de contamination 4 Cazaux-Fréchet par rapport a la moyenne 
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cénérale 1.018 — 667,3 = 350,7, ressort du calcul de la déviation 
standard imputable aux « erreurs d’expérience », o® = 81, par la 
méthode d’ « analyse de la variance » 


DEGRES SOMME DEVIATION 


GIN YY ATION ‘ ? i VARIANCE 
SI SHIED ESET ALES NUS AB UANY ON de liberté | des carrés standard 


Bntre: variétesay < ha 6 5 6 os 780, 00 
BmirevstatiouSe: sss meee crue ‘ 1 504,00 50,100 
Erreur, par différence ... . ) 393,00 6,500 


Totaline. ee se 2 677,00 22,520 


Pratiquement, trois techniques peuvent étre envisagées pour 
lutter contre la diminution de rendement par maladies a virus 
1° se procurer des tubercules de plantes exemptes de virus, prove- 
nant de pays oti se pratique une sélection efficace ; 2° produire des 
plantes exempltes de virus, par semis de graines et culture de 
plantules a l’abri de toute contamination sous cage ou en station 
isolée ; maintenir les produits successifs de la culture de ces plantes 
saines a l’abri de toute contamination ; 3° se résigner a ne cultiver, 
dans les régions ot! la contamination est inévitable, que des plantes 
tolérant les virus, apparlenant a des variétés dites « résistantes ». 


SUR LA NATURE 
DE CERTAINES EMULSIONS DE TISSUS 
EMPLOYEES COMME VACCINS 
CONTRE LES MALADIES A VIRUS FILTRABLES 


par Hl. JACOTOT. 


(Instulul Pasleur de Nhatrang, Annain.) 


S’il est indiscutable que certaines émulsions de tissus doivent 
leur pouvoi de vacciner a ce que le virus qu’elles contiennent, 
modifié — qualitativement ou quantitativement — mais sdrement 
vivant a gardé Vaptitude 4’ se multipher dans l’organisme (vaccin 
de Pasteur contre la rage, vaccin de Laigret contre la fiévre jaune, 
virus chimiquement affaiblis contre la peste du cheval, la fiévre 
aphteuse, la peste porcine), il y a désaccord sur la nature, vivante 
ou morte, d’un grand nombre d’émulsions vaccinales qui, en 
raison du traitement qu’elles ont subi, ont perdu leur pouvoir 
pathogene a l’égard des animaux les plus sensibles au virus con- 
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sidéré ; c’est le cas de la plupart des vaccins formolés et de plu- 
sieurs vaccins glycérinés, phéniqués, toluénés, chloroformés, etc. 

Plusieurs auteurs, se référant au fait qu’il existe du virus vivant 
dans certains vaccins dépourvus d’action pathogéne, dénient tout: 
pouvoir vaccinant aux émulsions mortes. 

L’emploi de la cataphorése a permis d’établir, effectivement, 
que dans des pulpes organiques formolées que l’on croyait 
dépourvues de toute virulence, 11 subsistait encore du virus vivant. 
D’autre part, P. Lépine et M"* Sauter ont montré que certains 
vaccins antirabiques phéniqués inoculés au lapin par voie céré- 
brale demeurent capables de déterminer les lésions nucléaires de 
la rage a virus fixe, alors méme qu’ils ont perdu leur pouvoir 
pathogéne pour le lapin. 

Mais un grand nombre de bactériologistes restent néanmoins 
convaincus que certaines émulsions organiques hautement vacci- 
nantes ne contiennent pas trace de virus vivant; l’étude des vac- 
cins formolés fournit 4 cet égard des arguments dont l’intérét 
n’est pas contestable encore qu’ils ne possédent pas une valeur 
absolue. Contrairement a certains agents chimiques plus modérés 
dans leurs effets, le formol détruit rapidement, méme a petites 
doses, tous les inframicrobes ; or, c’est fréquemment au taux de 5 
a 7 p. 1.000 qu’on formolise les émulsions de pulpes organiques. 

Les émulsions formolées les plus actives et les plus constantes 
dans leurs effets sont les émulsions les plus fines, celles ot les 
parenchymes chargés d’inframicrobes ont subi le plus strement 
Vaction du formol. 

Certains des organes ulilisés pour la préparation des vaccins 
formolés contre les pestes animales contiennent un grand nombre 
de germes figurés, sporulés ou non; or, moins de vingt-quatre 
heures aprés la préparation des émulsions, ni les inoculations, ni 
les ensemencements ne permettent d’y déceler un seul germe 
vivant ; on comprendrait mal que les inframicrobes, beaucoup 
plus vulnérables, échappent pendant des semaines a l’action bacté- 
ricide du formol. 

Enfin, tandis que les pestes animales engendrent une immunité 
absolue et définitive, les émulsions organiques formolées ne con- 
ferent qu’une résistance partielle qui s’affaiblit progressivement. 

Il serait trés désirable qu’aé la faveur de nouvelles acquisitions 
on parvint a trancher la question. Indépendamment de Vintére! 
qu’elle présente du seul point de vue de limmunologie théorique, 
il serait utile que fat connue la nature, vivante ou morte, des 
divers vaccins employés contre les maladies 4 virus filtrables car, 
en dépit de leur commune innocuité et de la similitude de leurs 
effets immeédiats, de tels vaccins, selon qu’ils sont vivants ou 
morts, ne sauraient étre considérés comme offrant une égale 
sécurité d’emploi, ni comme susceplibles d’engendrer Ja meme 
résistance 4 la maladie 


880 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ETUDE SUR QUATRE SOUCHES DE VIRUS DES RUES 
ISOLEES DE CAS 
OU LE TRAITEMENT ANTIRABIQUE AVAIT ECHOUE 


par Dimirre JONNESCO. 


Il y a un certain parallélisme entre Pagressivité d’une souche de 
virus rabique des rues et la rapidité de sa fixation au cours des 
passages dans le cerveau de lapins. Ainsi, le virus de |’Oulou- 
fato, qui se transmet rarement chez homme dans la nature, avait 
été réputé « immuable » avant les travaux de S. Nicolau, 
C. Mathis et V. Constantimesco. Par contre, nous avons constaté 
que les virus qui engendrent la rage chez homme, malgré le trai- 
tement préventif au virus-vaccin, sont des virus se fixant trés vite 
sur lapins et dont l’incubation de la variante fixée est tres courte. 
Nous avons étudié quatre de ces derniers virus, provenant de quatre 
individus morts de rage ; dans tous ces cas, la vaccination antira- 
bique ‘s’était avérée inefficace. 

Les quatre souches de virus isolées A partir de ces cas, se res- 
semblent : elles présentent d’emblée des caractéres de virus ren- 
foreés, se fixent trés vite sur encéphale du lapin, sont trés patho- 
genes par inoculation sous-cutanée chez la souris et titrent en 
moyenne 1/500.000 ; cependant, elles sont neutralisées in vitro par 
le sérum antirabique, comme toutes les autres souches de rage. 

Tl est 4 remarquer que l’incubation de la maladie produite par 
les virus fixes obtenus a partir des quatre virus des rues ayant 
déterminé la rage chez Vhomme malgré le traitement, a été remar- 
quablement courte ; dans les quatre cas elle s’est fixée a trois 
jours. 

L’existence, dans la nature, de virus possédant une adaptation 
naturelle renforcée pour le névraxe, explique, en partie au moins, 
certains insuccés du traitement antirabique. 
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SIXfEME SEANCE 


ASSEMBLEE GENERALE 


Le samedi 29 octobre, dernier jour du Congres, |’ Association 
des Microbiologistes de langue francaise a tenu son Assemblée 
générale statutaire. 

Aprés approbation du compte rendu financier, présenté par le 
trésorier, et du compte rendu de l’activité de l’Association par le 
secrétaire général, l’Assemblée a pris, entre autres, les décisions 
suivantes, qui sont portées a la connaissance des membres de 
l’Association : 

1° Commission de Présentation. 

L’ Assemblée ratifie la composition de la Commission de Présen- 
lation qui comprend, outre le président et le secrétaire général, 
membres de droit, 10 membres élus. L’Assemblée désigne 
MM. Blanc, Boivin, J. Bordet, Ciuca, Courmont, Lemierre, Lwoff, 
Négre, Reh et Sergent. Elle procéde ensuite, par tirage au sort, 
a la désignation de 5 membres dont les fonctions expireront en 
1939. MM. Lemierre. Ciuca, Négre, Courmont et Sergent sont 
ainsi choisis. L’ Assemblée désigne pour les remplacer MM. Brumpt, 
Boquet, Balteanu, Lisbonne et Burnet, dont les fonctions débute- 
ront en 1939 et se termineront en 1941. Les 5 autres membres de 
la Commission qui n’ont pas été désignés par le tirage au sort 
resteront en fonctions jusqu’en 1940 et seront remplacés a cette 
date par |’Assemblée générale. 

Les statuts sont modifiés par l’adjonction d’un article 4 bis, 
ainsi concu : « La Commission de Présentation se réunit au moins 
une fois l’an, et plus souvent si elle le juge nécessaire. Elle est 
autorisée & admettre d’emblée dans |’Association, sous réserve de 
ratification ultérieure par l’Assemblée générale, les candidats qui 
suront recu l’agrément unanime des membres de la Commission 


de Présentation ». 


2° Congres de 1940, Se 
-I] n’y aura pas de Congrés de l’Association en 1939, en raison 


du Congrés international de ]’Association internationale de Micro- 
biologie, a laquelle est rattachée l’Association des Microbiolo- 
gistes de langue frangaise, Congrés qui aura lieu en septembre, a 
New-York. 
L’Assemblée décide que son prochain Congrés aura lieu a 
Bruxelles pendant la derni¢re semaine du mois de septembre 1940, 
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Les sujets suivants ont été choisis pour étre étudiés au Congrés de 
1940 : 

1* rapport : « Rickettsia », rapporteur : M. Etienne Burnet. 

2° rapport : « Acquisitions nouvelles dans l’étude des Spiroché- 
toses », rapporteur : M. Bessemans. 

3° rapport : « Notion d’espéce en Bactériologie. Etude de la 
variabilité microbienne », rapporteur : M. Prévot. 

Les communications de bactériologie générale seront traitées 
dans la séance qui fera suite au 3° rapport. En outre, deux séances 
spéciales seront consacrées l’une aux communications sur les ultra- 
virus, autre a la microbiologie des maladies coloniales. 

3° Bureau de l Association. 

Le Bureau de |’Association est ainsi constitué jusqu’au Congres 
de 1940 : 

Présidents @honneur : M. E. Leclainche, M. S. Winogradsky. 

Président : M. Louis Martin. 

Vice-Président : M. Jules Bordet. 

Secrétaire général : M. Pierre Lépine. 

Trésorier : M. A.-R. Prévot. 

Les membres de l’Association sont invités a faire parvenir au 
irésorier (compte chéques postaux n° 409.66) leur cotisation 
pour l’année 1938-1939. 

Le secrétaire général : 
P. Lipine. 
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Acido-résistants. Aclion de l’huile de a et de Il’huile de Chaul- 
moogra sur les bacilles — — . 

Agglutinines. Action de ee. non bpocifidues sur ie ‘aus, es 
anticorps. — . Pan 5 

Algérie. Fiévre reo weronde: a a piroehaete Pe naRaeOH e en—. . 

Allergie et immunité produites par les bacilles morts canulsionne: 
dans des huiles végétales . ‘ ae re 

— A propos de l’article de E. Comal sur « — at inancunité pro- 
duites par les bacilles morts émulsionnés dans des huiles végé- 
tales ». 

Amibiase. Voir Wenitie ageenierique. 

Amibe dysentérique. Réle de la flore bactérienne, associée a 1’ — —, 
dans l’amibiase ; 

Animausz de laboratoire. ae Teammenietion 

Anticorps. Action de substances non spécifiques sur le taux des — 
(agglutinines) . Sip 

Antiendotozxique. Chinitothétapie — : 

Antigénes somatiques et flagellaires des acienes “ 

Antimalariques. Renforcement de l’action thérapeutique dee compo- 
sés — de la série quinoléique . 1 [ws 

Aviaire. Caractéres biologiques du bacille Cuberedleus —, 

Kacille aviaire. Voir Aviaire. 

Bacilles acido-résistants, Action de l’huile de pin et de l’huile de 


Chaulmoogra sur les — — — et sur la tuberculose expérimentale 
du cobaye . } 
Pacilles de Stéfansky. Gna —_—— eutncent, pour infecter is it Bane 
— Moyen de reconnaitre in vitro si le — — est mort ou vivant. 
Bacilles tuberculeux. Caractéres biologiques du — — aviaire. 


— Role de la centrifugation dans la recherche du bacille de Koch 
par les procédés d’homogénéisation . went 

— Virulence des — — du type humain et din! Bi povin inoculés au 
lapin par voie méningée ae 

— Variations de virulence pour le Yapin de Ceriuinies Soules 
de — — de type humain . ‘ -) e 

— Lésions métastatiques produites par ies: — — monte enTObes 
dans les paraffines 
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Bacilles tuberculeux morts. Allergie et immunité produites par les 
— — émulsionnés dans des huiles végétales . 

Voir aussi Allergie. 

Bacillus anthracis. Lmmunisation des animaux de laboratoire et du 
mouton contre le charbon au moyen de souches non capsulogénes 
mais oedématogénes de —- — . Sige 9 oes Cpe a eee OR br ee 

Bacillus pullorum et B. wae: ponene américaines, asiatiques 
et européennes de — . iS 

Bactéries. Antigénes somatiques ‘et flagetinines des — 

— Etudes de systématique bactérienne 

— Voir Flore bactérienne. 

Bacterium megatherium. Bactériophage du — — . en oe ie 

Blennorragie. Séro-diagnostic différentiel de la Somalis de la — 
et de la tuberculose . ‘ 

Bore. Répartition du — dans Ps organes aa lis hiawe ; 

Capsulogénése. Voir Bacillus anthracis. 

Centrifugation. Rdle de la — dans. Ja recherche aie bees Fe acts 
par les procédés d’homogénéisation . : 

Charbon. Immunisation des animaux de Bieeaanae et AG Rae, 
contre le— . . : Res 

Cheval. Action du sérum de _ nora sur ia staphiglotoeiel 

Chien. Vievre récurrente a Spirochaela hispanicum en Algérie. 
Transmission par le rhipicéphale du. —. 

Chimiothérapie antiendotoxique 

— Phénoméne de renforcement en — . ‘ 

Chorioméningile. Contamination de inpanaies avec ie virus ‘ag 
la — lymphocytaire. : 

Clostridium. Etudes de eraterintias ‘Vankeconne here 

oa Action de |’huile de pin et de l’huile de Guevinicere. sur 
la tuberculose expérimentale du —. 

Commensauz. Spirochétes — de homme. 

Congres des Microbiologistes de langue frangaise, 756° et suiv. 

Croissance. Voir Facteurs. 

Dysentérique. Voir Flore bactérienne. 

Fndotozique. Chimiothérapie antiendotoxique. 

Facteurs de croissance pour les Bp ee 

— — et toxinogénése . ; 

Fiévre récurrente a peop race) hatpannees en. lente 

Flagellaires. Antigénes somatiques et — des bactéries 


Floculation. Sur la — en milieu tamponné de que lanaes sérums 


thérapeutiques : ' 

Flore bactérienne. Role ds rs — — associée a of ie ay enienitaa 
dans |’amibiase 5 

Homme. Spirochétes commensaux di va 

Homogénéisation. Réle de la centrifugation dans la cenbeuehs an 
bacille de Koch par les procédés d’— ; 

Huile de Chaulmoogra. Voir Bacilles acide- Piance 
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Huile de pin. Voir Bacilles acido-résistants. 

Huiles végétales. Allergie et immunité produites par les bacilles 
morts émulsionnés dans des — — . 

—- Voir Allergie. 

Immunisation des animaux de laboratoire et du mouton contre le 
charbon au moyen de souches non as mais cedémato- 
genes de Bacillus anthracis . . . 

Immunité. Allergie et — produites par cles Baciles. morts Gat: 
sionnés dans des huiles végétales 2 : 5 E 

— La scrofule, forme spéciale de la fale aloe avec anak remarques 
sur l’— antituberculeuse . 

— Voir Allergie. 

Incubation. Durée d’— de la rage au Tonkin. ; 
Infection tuberculeuse ws chez les Eioinnaiieces sauvages 
en captivité sabes (earl Gl Rae EOL Skis 2 eae 
Lapin. Pouvoir rabicide dais ic sérum sanguin de — vaccinés. contre 
la rage : ‘ oy ee : at 
— Variations de Manilenes pour le — aR Binds es de 

bacilles tuberculeux de type humain 

-— Virulence des bacilles tuberculeux du type buneone i odie ie pe 
bovin inoculés au — par voie méningée. . . . . 

Lis blanc. Répartition du bore dans les organes du — .. . 

Mammiferes. Infection tuberculeuse spontanée chez les — sauvages 
en captivité 5 

Méningile tuberculeuse. io eacies Pipereuicas. pity 


Microbiologistes. Congrés des — de langue francaise, 756 et suiv. 

Microbicide. Action — des radiations ultra-violettes 0 : 

Milieu tamponné, Floculation en — — de quelques sérums there: 
peutiques 


Moelles desséchées. Your ane. 

Mouton. Immunisation des animaux de laboratoire et du — contre 
le charbon. ; : 

Paraffines. Lésions Wmpadietiqnes prednues par ries hacitles Palin 
leux morts enrobés dans les — . 

Prémunition. Voir Fiévre récurrente. 

Pullorum-gallinarum. Etude de souches américaines, asiatiques et 
européennes de microbes du groupe — —. . ie 

Quinoléique. Renforcement de l’action shenapeations des composés 
antimalariques de la série — clas 

Radiations. Action Oievonieide des — inte: eaolentess 

Rage. Etude de 4 souches de virus des rues isolées de cas pour 
lesquels le traitement antirabique a échoué. 

_— Durée d’incubation de la — au Tonkin . 

— Etude expérimentale de la vaccination antirabique, 

— Pouvoir rabicide du sérum es de lapins vaccinés contre 
Fae ce 

Rat blanc. Voir Bacill es me stéfanshy. 
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Renforcement. Phénoméne de — en chimiothérapie. — de ]’action 
thérapeutique des composés antimalariques de la série quino- 
léique= = 27": See Poe here 

Rhipicéphale. Voir Ficure récurrenle. 


Scrofule, forme spéciale de la tuberculose avec des remarques sur 
Vimmunité antituberculeuse 


Séro-diagnostic différentiel de la syphilis’ de mn planionseede et de 
Vayntiberculoses aay -cmea arn Sommer 


. 


Sérum. Extraits toxiques de streptocoques en — F 

— de cheval. Action du — — normal sur la staphylotoxine: ; 

— de convalescents. Fiévre récurrente 4 Spirochaeta hispanicum 
en Algérie. Transmission par le Mee oe du chien. Prému- 
nition ¢ : 56 ay er ee 

Pouvoir rabicide ais — ae lapis vaccinés contre la rage. 

Sérums thérapeutiques. Sur la floculaltion en milieu tamponné de 
quelques — —. : : 

Somatiques. Meenee, — et raeilaines des aeley ries. ae. 

Souches américaines, asiatiques el européennes de microbes du 
groupe pullorum-gallinarum 

— Voir Immunisation, B pullorum. 

Spirochaeta hispanicum, Fiévre récurrente 4 — — en ste iee 

Spirochétes commensaux de l’homme. BG erage 

Staphylotoxine. Action du sérum de cheval Ponta sur la .——- 


Stéfansky. Cing bacilles de — suffisent pour infecter le rat blanc. 


“4 


—- Moyen de reconnaitre in vilro si le bacille de — est mort ou 
vivant. Sth ae ling a. 

Streptocoques. ete octiee: a — en sérum animal . 

Syphilis. Séro-diagnostic différentiel de la —, de la blennorragie et 
declaytuberculose serum rele ae 8 ee eee a ne a 

Systématique bactérienne. Etudes de — —-. Critique de la concep- 


tion actuelle du genre Clostridium ete HF, 
Thérapeulique. RKenforcement de l’action — des composés antima- 
lariques de la série quinoléique : 
Toxines. Facteurs de croissance ct ee : 
Toxiques. Extraits — de streptocoques en sérum animal. 
Tuberculose. La scrofule, forme spéciale de la — avec des remarques 
sur l’immunité antituberculeuse 


— Infection tuberculeuse spontanée chez les aanitere: sauvages 
en captivité 


. 


— Lésions métastatiques Degli: par ie paces puberca laure 
mort SRLODEE dans — ae ae 


. . 


s, de la plennormes et 


diel la —. 

-—— Sur la vitulenge des barilles fubeneatane a eae hain * 
du type bovin inoculés au lapin par voie méningée ‘ 

— Sur les caractéres biologiques du bacille tuberculeux aviaire. 
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Tuberculose. Variations de virulence pour le lapin de certaines sou- 
ches de bacilles tuberculeux de type humain. 

— expérimentale. Action de l’huile de pin et de l’huile ais Chaul: 
moogra sur les bacilles acido-résistants et sur la — — du cobaye. 

Ultra-violettes. Action microbicide des radiations — — 

Vaccination antirabique. Etude expérimentale . : 

— — Pouvoir rabicide dans le sérum sanguin de lapins Paces 
contre la rage. Be a: 

Vaccin antirabique niente ae Pamode dons ie sérum san- 
guin de lapins vaccinés contre la rage comparativement par la 
méthode des moelles desséchées et au moyen du — — . 

Virulence des bacilles tuberculeux du type humain et du pe béevin 
inoculés au lapin par voie méningée. 

— Variations de — pour le lapin de certaines Peeeties He acne: 
tuberculeux de type humain . : ; 

Virus. Voir Chorioméningite pareve, 

— des rues. Etude de quatre souches de — — isolées de cas pour 
lesquels le traitement antirabique a échoué. 
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Boguer (Alfred). — Recherches sur a atone ate Baciltes. Gabor: 


culeux du type humain et du type bovin, inoculés au lapin 


par voie méningée. : 3 
Borvet (Paul). — Facteurs de croissance et (onnorence 
Bouraric (Augustin) et M™° Roy (Madeleine). — Sur la floculation 


en milieu tamponné de quelques sérums thérapeutiques. 
Brerey (J.). — Voir Nene (L.). 


Caorine (V.). — Voir Marcuoux (E.). 

Cotson (M.). — Voir Jacoror (H.). 

Coronr (L). et Pocuon (J.). — Etude des extraits eS de strepto- 
coques en sérum animal : 

Counaup (E.). — Allergie et immunité oepeitites: par ie bacilies 
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CRUVEILHIER (L.), Léprve (P.) et Viana. (C.). — Pouvoir raiorde dana 


le sérum sanguin de lapins vaccinés contre la rage compa- 
rativement par la méthode des moelles desséchées et au 
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Darzins (E.). — Recherches sur l’action de Vhuile oe pin bi de 
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sur la tuberculose expérimentale du cobaye . 
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